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mRNA informacijska RNA (ang. messenger RNA) 
NADPH/NADP nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (ang. nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate) 
NK celice naravne celice ubijalke (ang. natural killer cells) 
NMEC z neonatalnim meningitisom povezana E. coli (ang. neonatal meningitis 
associated E. coli) 
ns ni statistično značilno (ang. not significant) 
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Ohranjanje notranjega ravnovesja organizma in prilagajanje spremembam v okolju je 
nujno za preživetje. Cirkadiana ura v organizmih poganja endogeni ritem in ima 
sposobnost, da v skladu z zunanjimi dražljaji, tako imenovani sledilci časa ritem 
ponastavijo ter uskladijo delovanje organizma s spreminjajočim se zunanjim okoljem. 
Centralni sledilec časa je svetloba, katere signal se preko tesne povezave z očesno 
mrežnico prenese v suprakiazmatsko jedro možganov, kjer je umeščena osrednja 
cirkadiana ura sesalcev. Osrednja cirkadiana ura sinhronizira periferne cirkadiane ure v 
organih, tkivih in celicah ter vpliva na mnoge metabolne, fiziološke in vedenjske procese. 
 
Na delovanje cirkadiane ure močno vplivamo z načinom življenja. Pri izmenskem delu, 
pogostih prekooceanskih letih ali zgolj posedanju pred ekrani računalnikov/telefonov 
pozno v noč, je naše telo izpostavljeno svetlobi v nočnem delu 24-urnega cikla, kar 
zaznava osrednja cirkadiana ura. S prehranjevanjem v poznih urah in spremembo diete 
direktno vplivamo na periferni cirkadiani uri črevesja in jeter. Vse to povzroča motnje 
cirkadianega ritma, ki jih povezujejo z razvojem metabolnih ter srčno-žilnih obolenj, večjo 
dovzetnostjo za okužbe, avtoimunske bolezni in rakava obolenja (Asher in Sassone-Corsi, 
2015; Tognini in sod., 2018). 
 
Poleg svetlobe lahko cirkadiane ritme, predvsem v periferiji, ponastavijo tudi drugi sledilci 
časa. Eden izmed pomembnejših je vnos hrane, ki je neposredno povezan s črevesjem in 
črevesno mikrobioto. Sestava mikrobiote se tekom življenja spreminja skladno z dieto in 
drugimi zunanjimi dejavniki, na primer antibiotično terapijo ali kroničnim obolenjem. 
Črevesni mikrobioti v zadnjih letih pripisujejo vedno večji pomen; ključno vpliva na 
gostiteljev metabolizem, tesno je povezana z razvojem in delovanjem imunskega sistema 
ter pomembno pripomore k homeostazi organizma (Thaiss in sod., 2016a). 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Črevesna mikrobiota ima pomembno vlogo pri vzpostavljanju homeostaze gostitelja. 
Večina študij vpliv črevesne mikrobiote na cirkadiano uro gostitelja preučuje na podlagi 
njene sestave in funkcije, nobena pa se ne osredotoča na lastnosti posameznega 
predstavnika mikrobiote. Tesna povezava črevesne mikrobiote z imunskim sistemom in 
imunskega sistema s cirkadiano uro nakazuje na možnost posrednega vpliva predstavnikov 
mikrobiote na cirkadiano uro preko aktivacije imunskega sistema. Kako močna je 
aktivacija imunskega sistema in ali pride do motenj cirkadianega ritma lahko narekujejo 
lastnosti pestrega nabora bakterij v črevesju. 
 
1.2 NAMEN DELA 
 
Cilj magistrskega dela je bilo preveriti vpliv predstavnikov črevesne mikrobiote, sevov 
bakterije Escherichia coli (E. coli) na cirkadiano uro in imunski sistem na izbranem 
modelu človeške jetrne celične linije HepG2. Za predstavnika črevesne mikrobiote smo 
izbrali bakterijska seva z različnim naborom genov z virulenco povezanih dejavnikov, 
izolirana iz blata zdravih prostovoljcev. 
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a) bo bakterijski sev, ki ima večje število genskih zapisov za virulentne in z virulenco 
povezane dejavnike močneje izzval imunski odziv in 
 
b) bo bakterijski sev, ki ima večje število genskih zapisov za virulentne in z virulenco 
povezane dejavnike močneje vplival na cirkadiano uro gostiteljske sesalske celice. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 CIRKADIANI RITEM IN CIRKADIANA URA 
 
Cirkadiani ritem je v osnovi vsak biološki ritem, ki mu lahko pripišemo sledeče lastnosti: 
1) ponavlja se na približno 24 ur, 2) ima lastnosti endogenega cikla, torej se v 
nespremenjenih pogojih ohranja neodvisno od zunanjih dražljajev, 3) ritem se ohranja v 
določenem temperaturnem razponu in ni hitrejši ob višjih in počasnejši ob nižjih 
temperaturah, 4) ima sposobnost prilagajanja spremembam v okolju in sinhronizacije z 
novimi pogoji. Biološki ritmi, ki jim pripisujemo te lastnosti so: cikel spanja in budnosti, 
frekvenca srčnega utripa, krvni pritisk, telesna temperatura, aktivnost ledvic, jetrni 
metabolizem, izločanje hormonov, itd. (Damiola in sod., 2000). 
 
Mehanizem, ki poganja cirkadiani ritem, imenujemo cirkadiana ura in je prisoten v večini 
živih organizmov na Zemlji. Pri sesalcih ločimo centralno in periferne cirkadiane ure, ki so 
v skladu s funkcijo hirearhično razporejene po telesu. Centralna cirkadiana ura ima ključno 
sposobnost sinhronizacije vseh perifernih ur, najdemo jo v dveh skupkih nevronov nad 
optično kiazmo v hipotalamusu, ki ju v literaturi imenujejo tudi suprakiazmatski jedri 
(SCN; ang. suprachiasmatic nuclei). Periferne cirkadiane ure do neke mere lahko delujejo 
neodvisno od SCN, vendar njihovo delovanje ni usklajeno, kar vodi v porušenje 
homeostaze. Vse organe, celice in tkiva, ki izražajo cirkadiani ritem uvrščamo med 
periferne ure (Vitaterna in sod., 2001). 
 
Glavni zunanji dejavnik, na katerega se organizem prilagaja, je svetloba, ki direktno vpliva 
na centralno cirkadiano uro (slika 1). Med pomembnejše sledilce časa uvrščamo tudi 
prehranjevanje, ritem spanja in budnosti, temperaturo, telesno aktivnost itd. Cikel spanja in 
budnosti, ki narekuje tudi ritem prehranjevanja, predstavljata pomembna sledilca časa v 
tkivih, ki nimajo direktne povezave z očesno mrežnico, da bi jim podala informacijo o delu 
dneva. Tudi spremembe v telesni temperaturi, na katere SCN vpliva direktno ali posredno 
preko cikla spanja in budnosti, lahko resetirajo ritem v perifernih urah. Za prilagajanje 
cirkadianega ritma skladno s spremembami v okolju SCN sledi tudi drugim, bolj direktnim 
časovnim znamenjem, kot so humoralni in živčni signali (Dibner in sod., 2010).  
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Slika 1: Sinhronizacija perifernih cirkadianih ur. Centralna cirkadiana ura locirana v suprakiazmatskih 
jedrih (SCN) sinhronizira cirkadiani ritem perifernih organov glede na zunanje in notranje dražljaje preko 
različnih poti (povzeto po Dibner in sod., 2010). 
Periferni organi vršijo pester nabor bioloških procesov, ki jih poganja transkripcija genov. 
Število genov pod cirkadiano kontrolo v posameznem organu, tkivu ali celici se lahko 
močno razlikuje. Zhang in sod. (2014) so s sekvenciranjem ribonukleinske kisline (RNA) 
in mikromrežami deoksiribounkleinske kisline (DNA) pridobili informacije o 
transkriptomih izbranih genov v 12-ih mišjih organih in tkivih. Izmed 19 788 protein-
kodirajočih mišjih genov se jih je v jetrih kar 16 % izražalo cirkadiano, kar jetra uvršča 
med najbolj ritmičen organ. Sledijo jim ledvice, pljuča, rjavo maščevje, srce, nadledvična 
žleza, aorta, belo maščevje, skeletne mišice, mali možgani, možgansko deblo in 
hipotalamus. Jetra so zaradi velike vsebnosti genov pod cirkadiano kontrolo zanimiv organ 
za raziskave cirkadiane ure. 
 
Poleg miši in drugih laboratorijskih živali, se raziskave cirkadianih ur pogosto vršijo na 
človeških celičnih linijah. Endogeni ritem namreč sposobnost samostojne oscilacije ohrani 
tudi v in vitro pogojih. Pomembno pa je poudariti, da v in vitro pogojih SCN ni prisoten in 
zato cirkadiane ure niso sinhronizirane (Dibner in sod., 2010).  
 
Dolgotrajna neusklajenost cirkadianih ritmov v organizmu pripomore k razvoju mnogih 
obolenj. Motnje v ritmu najpogosteje povezujejo z izmenskim delom in pogostimi 
potovanji preko časovnih pasov (ang. jet lag), ki jim je skupno to, da je telo izpostavljeno 
svetlobi v za organizem običajno temnem delu dneva (Hastings in Goedert, 2013; 
Marcheva in sod., 2010). 
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2.1.1 Molekularni mehanizem uravnavanja cirkadianega izražanja genov 
 
Nihanje bioloških procesov na molekularni ravni zagotavljata dve medsebojno povezani 
transkripcijsko-translacijski avtoregulacijski zanki (slika 2), ki ju poganjajo tako 
imenovani glavni cirkadiani geni. Jedro povratne zanke predstavljata transkripcijska 
aktivatorja CLOCK (ang. circadian locomotor output cycles kaput) in BMAL1 (ang. brain 
and muscle ARNT-like protein 1) ter represorja PER1-3 (ang. period) in CRY1-2 (ang. 
cryptochrome) (Koike in sod., 2012). Za lokalizacijo in stabilnost glavnih cirkadianih 
proteinov so pomembne tudi kinaze in fosfataze. Drugi del povratne zanke sestavljajo 
transkripcijski aktivatorji RORa, b, c (ang. retinoidrelated orphan receptors) in 
REVERBa/REVERBb (oz. NR1D1; ang. nuclear receptor subfamily 1, group D, member 




Slika 2: Uravnavanje cirkadianega izražanja genov na molekularni ravni. Aktivatorja CLOCK in 
BMAL1 omogočita prepisovanje genov pod cirkadianim vplivom, med drugim tudi represorjev CRY1, 
CRY2, PER1, PER2, PER3, REVERBa-b in aktivatorja RORa-c. Stabilnost in potovanje na pravo mesto jim 
omogočajo encimi fosfataze in kinaze (povzeto po Partch in sod., 2014). 
2.1.2 Cirkadiano nihanje izražanja genov  
 
Prepisovanje genov s cirkadianim nihanjem izražanja je uravnano glede na zunanje 
dejavnike in notranjo cirkadiano uro. Značilno je, da imajo enkrat na 24 ur vrhunec 
izražanja (Zhang in sod., 2014). Tipičen prikaz nihanja izražanja genov pod cirkadiano 
kontrolo (slika 3) opišemo s parametri amplituda, faza in perioda. Amplituda 
cirkadianega ritma je razlika med najvišjo in najnižjo vrednostjo izražanja gena. Čas 
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določene referenčne točke v ciklu (npr. vrh izražanja) glede na izbran dogodek (npr. 
začetek temnega dela dneva) imenujemo faza. Časovni interval med dvema referenčnima 
točkama (npr. med dvema vrhovoma izražanja) pa imenujemo perioda. Endogeni ritmi 
ohranjajo ritem v nespremenjenih pogojih, zaradi vzdrževanja homeostaze se z 
regulatornimi mehanizmi ritem lahko resetira. Ta pojav imenujemo zamik faze (slika 4), ki 
lahko prvotni ritem prehiteva (napredovanje faze) ali pa je od njega počasnejši (zakasnitev 
faze). Smer zamika faze je odvisna od dela dneva, v katerem se zgodi sprememba, ki 
zahteva resetiranje ritma. Krivulja faznega odziva nam poda samo informacije o zakasnitvi 
oz. napredovanju faze glede na prvotni ritem (slika 5) in je zato najbolj informativen 
prikaz, ko opazujemo vpliv različnih dražljajev (npr. prisotnost bakterije) na cirkadiani 
ritem izražanja opazovanega gena. 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz nivoja izražanja cirkadianih genov v odvisnosti od časa. Definicija osnovnih 
parametrov za opis cirkadianega ritma: amplituda, faza in perioda (povzeto po Vitaterna in sod., 2001) 
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Slika 4: Zamik faze cirkadianega ritma ob dražljaju (črna puščica). Normalen ritem je prikazan s polno 
in zamik s črtkano črto. Zakasnitev ali napredovanje faze nastopi zaradi prisotnosti dražljaja v različnih delih 





Slika 5: Krivulja faznega odziva. V kolikor dražljaj ne povzroči spremembe faze cirkadianega ritma 
krivulja ostane na nivoju nič, napredovanje faze vidimo kot krivuljo nad točko 0, zakasnitev faze pa kot 
krivuljo pod točko 0 (povzeto po Vitaterna in sod., 2001). 
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2.2 BAKTERIJA Escherichia coli  
 
Bakterijska vrsta E. coli je ubikvitarna, vanjo uvrščamo številne seve z različnimi 
značilnostmi. Glede na vrsto odnosa, ki ga ima posamezen sev z gostiteljem, na primer 
človekom, jih lahko uvrstimo v eno izmed treh glavnih skupin: komenzale, zunajčrevesne 
patogene in črevesne patogene. Komenzalni sevi človeško črevo naselijo že nekaj ur po 
rojstvu in tam v sožitju z gostiteljem, kot del normalne mikrobiote, ostanejo več desetletij 
(Kaper in sod., 2004). Nekateri izmed sevov, ki sicer asimptomatsko naseljujejo črevo, ob 
uspešni kolonizaciji druge niše lahko povzročajo obolenja. To jim omogoča širok nabor 
virulentnih dejavnikov, ki so pogosto zapisani na otokih patogenosti (PAI; ang. 
pathogenicity-associated island). Seve s takimi lastnostmi uvrščamo med zunajčrevesne 
patogene tipe (patotipe) znane pod kratico ExPEC (ang. extraintestinal E. coli) (Russo in 
Johnson, 2000). Najpogosteje povzročajo obolenja urinarnega trakta (UPEC; ang. 
uropathogenic E. coli), sepso (SEPEC; ang. sepsis-causing E. coli) in meningitis pri 
novorojenčkih (NMEC; ang. neonatal meningitis-associated E. coli) (Johnson in Russo, 
2002). Med obolenji, ki jih povzroča E. coli, so tudi različne vrste drisk, katerih 
povzročitelje uvrščamo med črevesne patotipe (IPEC; ang. intestinal pathogenic E. coli), 
ki povzročajo zgolj črevesne okužbe in niso del normalne črevesne mikrobiote. Seve IPEC 
lahko razvrstimo na šest patotipov, glede na različne kombinacije zapisov za virulentne 
dejavnike, ki igrajo ključno vlogo pri patogenezi: enterotoksigene E. coli (ETEC), 
enteroinvazivne E. coli (EIEC), enteropatogene E. coli (EPEC), enterohemoragične E. coli 
(EHEC), difuzno adherentne E. coli (DAEC) in enteroagregativne E. coli (EAEC) 
(Johnson in Russo, 2002; Kaper in sod., 2004).  
 
Velika genetska pestrost znotraj vrste kaže na plastičnost genoma E. coli, kar se odraža v 
pogostem pridobivanju in izgubljanju genskih informacij in visoki stopnji rekombinacij 
znotraj genoma (Brzuszkiewicz in sod., 2009). Tradicionalna metoda za identifikacijo E. 
coli je serotipizacija, kjer se s protitelesi določa površinske antigene: O-polisaharidne, K-
kapsularne in H-flagelarne antigene. Zaradi pomanjkljivosti serotipizacije (navzkrižna 
reaktivnost protiteles, dolgotrajnost metode, veliko sevov E. coli iz raznolikih virov, ki jih 
ni možno tipizirati) se pojavljajo alternativne metode, ki temeljijo na molekularnem 
tipiziranju, kot so pulzna gelska elektroforeza (PFGE), tipizacija na podlagi multilokusnih 
zaporedij (MLST) in sekvenciranje celotnega genoma (WGS). Le te nam podajo unikatne 
informacije o bakteriji, ki jih lahko uporabimo pri določanju izvora okužbe in preiskavah 
izbruhov bolezni (Fratamico in sod., 2016). 
 
Razlikujemo 7 različnih filogenetskih skupin E. coli: A, B1, B2, C, D, E, F in klad 1 (Bok 
in sod., 2020), ki so povezane s tipom E. coli. Pri ljudeh komenzalne seve brez patogenih 
lastnosti najpogosteje uvrščamo v skupino A in B1, seve s številnimi virulentnimi 
dejavniki, ki so vpleteni v zunajčrevesne okužbe pri bolnikih z normalno delujočim 
imunskim sistemom pa najpogosteje uvrščamo v skupino B2. Filogenetska skupina E je 
sorodna skupini D, medtem ko je skupina F sorodna skupini B2 (Bok in sod., 2020). 
 
2.2.1 Virulentni dejavniki zunajčrevesnih patogenih sevov E. coli 
 
Seve ExPEC od drugih sevov E. coli ločimo po širokem naboru genov virulentnih 
dejavnikov in z virulenco povezanih genov (preglednica 1). Glede na namembnost 
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virulentne dejavnike uvrščamo v različne funkcionalne kategorije: adhezine, invazine, 
sisteme za privzem železa, toksine in protektine. Testiranje prisotnosti genov virulentnih 
dejavnikov in z virulenco povezanih genov je lahko uporabno epidemiološko in 
raziskovalno orodje (Starčič Erjavec in Žgur-Bertok, 2015), medtem ko v kliniki še nima 
velike vloge.  
 
Preglednica 1: Virulentni dejavniki oz. z virulenco povezani dejavniki zunajčrevesnih patotipov 
bakterije Escherichia coli (ExPEC; ang. extraintestinal E. coli) (Köhler in Dobrindt, 2011; Starčič Erjavec 
in Žgur-Bertok, 2015). 
Funkcionalna 
kategorija 
Virulentni dejavnik oz. z virulenco povezan 
dejavnik 
Najpogosteje testirani geni 
Adhezini Fimbrije tipa I (Fim) 
P-fimbrije (Pap/Prf) 
S/F1C-fimbrije (Sfa/Foc) 
N-acetil D-glukozamin specifične fimbrije (Gaf) 
M-aglutinin (Bma) 
Bifunkcionalen enerobaktinski receptor/adhezin (Iha) 











Invazija možganskega epitelija (IbeA) 
 
ibeA 





Sideroforni receptor (IreA) 
Hemoglobinska proteaza (Hbp) 









Toksini Alfa-hemolizin (HlyA) 
Citotoksični nekrotizirajoči faktor 1 (CNF-1) 
Toksin CDT 1 (ang. cytolethal distending toxin 1) 
Uropatogeni specifični protein (Usp) 
Kolibaktin (Clb) 









Protektini Kapsule skupine II, vključno s kapsulo K1 
Konjugacijski površinsko izključujoč protein 
Zunajmembranska proteaza T (OmpT) 
Povišano preživetje v serumu (ISS) 









Adhezini so proteini, ki bakteriji omogočajo vezavo na receptorje na gostiteljski celici. 
Nameščeni so bodisi na koncu značilne morfološke strukture – fimbrije ali fibrile ali 
neposredno na površini bakterije. Bakteriji omogočajo adhezijo, kar je predpogoj za 
uspešno kolonizacijo površine sluznice in morebitno invazivno okužbo (Kaper in sod., 
2004). 
 
Invazije so zmožni le redki sevi bakterije E. coli. Patogenezo povezujejo s sekrecijskim 
sistemom tipa III, kodiranem na plazmidu. S številnimi proteini ta sistem omogoča tvorbo 
pore v membrani gostiteljske celice, preureditev citoskeleta in vstop v celico (Kaper in 
sod., 2004).  
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Pomembno prednost v okolju predstavljajo sistemi za privzem železa ali sideroforji, ki 
bakterijski celici v gostitelju zagotavljajo zadostne količine železa. Eden izmed 
gostiteljevih odzivov na okužbo je namreč tudi zmanjšanje dostopnega železa, ki bi ga 
lahko patogen uporabil zase (Johnson, 1991). V kliničnih izolatih E. coli so bili opisani 
štirje različni sistemi za privzem železa: enterobaktin, salmohelin, jersinijabaktin in najbolj 
efektiven, aerobaktin (Henderson in sod., 2009).  
 
Produkcija toksinov je eden izmed pogostejših strategij v patogenezi bakterije E. coli. 
Toksini in drugi efektorski proteini posegajo v zelo raznolike evkariontske procese; 
vplivajo na koncentracijo pomembnih signalnih molekul, cepijo ribosomsko RNA (rRNA) 
in posledično motijo sintezo proteinov, onemogočajo delitev celice itd. (Kaper in sod., 
2004).  
 
Ob okužbi gostitelja z bakterijo se aktivira gostiteljev imunski sistem. Nekatere bakterije 
se lahko izognejo gostiteljevim obrambnim mehanizmom s protektini, ki jim med drugim 
omogočajo pomnoževanje znotraj imunskih celic, skrivanje značilnih ohranjenih antigenov 
in zaviranje imunskega odziva (Cirl in sod., 2008). 
 
Zapise za virulentne dejavnike značilne za ExPEC najdemo tudi med komenzalnimi sevi. 
Obsežna raziskava literature je pokazala, da so z virulenco povezani geni prisotni v ≥ 10 % 
sevov, izoliranih iz blata zdravih ljudi. Takšni sevi veljajo za potencialne povzročitelje 
zunajčrevesnih okužb, v kolikor se jih zanese na mesta zunaj črevesja (Starčič Erjavec in 
Žgur-Bertok, 2015). 
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2.3 IMUNSKI SISTEM 
 
Imunski sistem sestavlja kompleksen niz mehanizmov, ki organizem branijo pred 
povzročitelji bolezni (bakterije, virusi in paraziti) in razvojem rakastih tvorb. Ločimo 
prirojeni in pridobljeni imunski sistem (preglednica 2). Prirojena imunost omogoča 
takojšen, a nespecifičen odziv ob okužbi, pridobljena imunost pa zakasnjen in specifičen 
odziv, ki poskrbi za popolno odstranitev ali inaktivacijo patogenov in njihovih produktov 
ter generira imunski spomin (Labrecque in Cermakian, 2015). Imunski odziv omogoča 
sodelovanje velikega števila različnih celic (slika 6), ki imajo kljub heterogenemu 
delovanju skupnega prednika, krvotvorno matično celico. Ločimo mieloične (eritrociti, 
monociti, megakariociti, granulociti: eozinofilci, nevtrofilci in bazofilci) in limfoidne 
krvne celice (limfociti T, limfociti B in naravne celice ubijalke (celice NK)). 
 
Preglednica 2: Glavne razlike med prirojenim in pridobljenim imunskim sistemom (IS) (Labrecque in 
Cermakian, 2015). 
Lastnost Prirojeni IS Pridobljeni IS 
Čas odziva Ure 
 
Dnevi 







Odziv na ponoven stik z enakim 
patogenom 
 
Identičen Okrepljen in hiter 




Limfociti T, limfociti B, antigen 
predstavljajoče celice (APC): 
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Slika 6: Pregled razvoja imunskih celic iz skupnega prednika (povzeto po Vozelj, 2000). 
Prva prepreka, ki gostitelja varuje pred okužbo, so mehanske pregrade (koža, sluznica) ter 
nespecifične baktericidne snovi in pogoji (nizek pH, lizocim, želodčna kislina). V kolikor 
patogen z virulentnimi dejavniki preide prvo obrambno linijo, se najprej aktivira prirojeni 
imunski sistem. Evolucijsko dobro ohranjene virulentne dejavnike patogena (flagelin, 
lipopolisaharid (LPS), peptidoglikan, enoverižna RNA (ssRNA) itd.) prepozna gostiteljev 
prirojeni imunski odziv zaradi značilnih s patogenom pridruženih molekulskih vzorcev 
(PAMP; ang. pathogen-associated molecular pattern) z receptorji za prepoznavo 
molekulskih vzorcev (PRR; ang. pattern recognition receptors). PRR so široka družina 
proteinov, ki jih najdemo v membranah številnih celic, ki so sposobne fagocitoze 
(nevtrofilci, monociti, makrofagi, dendritične celice itd.), v membranah epitelnih celic, pa 
tudi prosto v citoplazmi. Največja in najbolje raziskana skupina PRR so membranski 
receptorji podobni Toll-u (TLR; ang. Toll like receptors), ki prepoznavajo raznolike 
PAMP. Glavna PAMP pri bakteriji E. coli sta LPS, ki ga prepoznava TLR-4, ter flagelin, 
ki ga prepoznava TLR-5. PAMP-PRR interakciji sledi signalna transdukcija, ki vodi do 
povečane fagocitoze, uničenja patogenov, vnetja in celjenja tkiv. Celice prirojenega 





Citokini so obsežna skupina majhnih glikoproteinov, ki jih proizvajajo številne celice, 
vključno z imunskimi celicami (makrofagi, limfociti B, limfociti T in mastociti), endotelne 
celice, fibroblasti in različne stromalne celice (Zhang in An, 2007). Po začetnem 
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prepričanju, da posamezen citokin proizvaja točno določena celica, se je izkazalo, da 
identične citokine lahko proizvaja zelo pester nabor celic. Kljub temu se je ohranilo ime 
interlevkini (IL) za citokine, ki naj bi jih proizvajali levkociti ter monokini za citokine, ki 
naj bi jih proizvajali le monociti. Skupne značilnosti te heterogene skupine molekul so: 1) 
pleiotropizem, isti citokin v različnih celicah povzroči drugačne biološke učinke, 2) 
redundanca, več vrst citokinov ima enako funkcijo in 3) antagonističen ali sinergističen 
odnos med različnimi vrstami citokinov (Vozelj, 2000; Abbas in Lichtman, 2003; Madigan 
in sod., 2015). 
 
Citokine uvrščamo med pomembne medcelične signalne molekule, ki v nizkih 
koncentracijah spodbudijo določeno biološko aktivnost v tarčnih celicah. Uravnavajo 
razmnoževanje, diferenciacijo, efektorske funkcije in preživetje celic. Medcelična 
komunikacija posredovana s citokini je pomembna za razvoj humoralnega in celično 
posredovanega pridobljenega imunskega odziva (preglednica 3), sprožitev vnetja, 
uravnavanje hematopoeze in celjenje ran (Vozelj, 2000). Z visoko afiniteto se vežejo na 
specifične receptorje na membrani tarčnih celic, sprožijo signal in tako vplivajo na 
izražanje genov v celici. Vežejo se na receptorje celice, ki citokine proizvaja (avtokrino 
delovanje), na receptorje tarčnih celic v bližini (parakrino delovanje), redko pa potujejo do 
celic v oddaljenem delu telesa in delujejo nanje (endokrino delovanje) (Vozelj, 2000; 
Abbas in Lichtman, 2003).  
 
Kemokini ali kemotaktični citokini so posebna kategorija citokinov, ki spodbudijo 
naključno gibanje celic in usmerjajo potovanje levkocitov na mesto vnetja ali do 
posameznih tkiv (Vozelj, 2000; Abbas in Lichtman, 2003).  
 
Preglednica 3: Glavne značilnosti izbranih citokinov glede na tip imunskega odziva (povzeto po Abbas 












































































*IFN-γ ima pomembno vlogo tako pri prirojeni kot pridobljeni imunosti. 
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2.4 CIRKADIANA URA, MIKROBIOTA IN IMUNSKI SISTEM 
 
Teme opisane v podpoglavjih 2.1, 2.2 in 2.3 se v literaturi pogosto prepletajo zaradi 
njihovih tesnih interakcij. V širok nabor procesov pod cirkadiano kontrolo spada: gibanje 
imunskih celic, komunikacija med patogenom in gostiteljem, aktivacija prirojenega in 
pridobljenega imunskega sistema (Labrecque in Cermakian, 2015; Scheiermann in sod., 
2018) ter izražanje citokinov in kemokinov (Tognini in sod., 2018). Raziskave kažejo, da 
je povezava cirkadiana ura–imunski sistem vzajemna, saj prisotnost nekaterih citokinov 
vpliva na cirkadiano uro, na primer TNF-α inhibira aktivacijo genov pod kontrolo 
transkripcijskih aktivatorjev CLOCK-BMAL1 (Cavadini in sod., 2007). 
 
Pri razvoju in ohranjanju normalnega delovanja organizma ima pomembno vlogo črevesna 
mikrobiota, saj z zasedanjem ekološke niše preprečuje okužbe s patogenimi 
mikroorganizmi, s spodbujanjem prirojenega imunskega odziva pa posreduje odpornost in 
sodeluje pri izkoreninjanju bakterijskih okužb, ki se pojavijo. Sobivanje mikrobiote in 
gostitelja je pogojeno z razvojem določene stopnje tolerance imunskega sistema, da ne 
prihaja do kroničnega vnetja zaradi stalne bakterijske prisotnosti (Thaiss in sod., 2016b). 
 
Črevesna mikrobiota ne spada med organizmu lastne celice, a se kljub temu delovanje 
cirkadiane ure preko pomembnega sledilca časa, vnosa in sestave hrane, odraža na njeni 
sestavi in funkciji (Thaiss in sod., 2014). Tudi povezava cirkadiana ura–mikrobiota je 
vzajemna. Številne raziskave povezujejo motnje cirkadianega ritma in posledično večje 
tveganje za razvoj bolezni s stanjem črevesne mikrobiote. Leone in sod. (2015) ter Weger 
in sod. (2019) so na mišjih modelih pokazali, da motnje mikrobiote – disbioza vpliva na 
izražanje cirkadianih genov in povzroča opazne spremembe v gostiteljevem metabolizmu. 
Gnotobiotske miši, kjer so signali mikrobiote odstotni, imajo znižane amplitude nihanja 
izražanja cirkadianih genov tako v centralnih, kot v perifernih tkivih (Leone in sod., 2015). 
Nekatere študije vpliv na gostiteljevo cirkadiano uro povezujejo s prisotnostjo različnih 
mikrobnih metabolitov, kot so butirat, vodikov sulfid, polifenolni derivati, vitamini in 
biogeni amini. Vodikov sulfid na primer povzroči zakasnitev faze nihanja izražanja gena 
za BMAL1 v jetrih (Parkar in sod., 2019). Vpliv mikrobiote na cirkadiano uro gostitelja 
povezujejo tudi zgolj s prisotnostjo PAMP, predvsem z LPS pri po Gramu negativnih 
bakterijah, katerega prisotnost naj bi preko aktivacije imunskega sistema povzročila zamik 
faze cirkadianega ritma (Paladino in sod., 2010; Cissé in sod., 2017). O drugih lastnostih 
posameznega predstavnika črevesne mikrobiote, ki bi vplivali na cirkadiano uro gostitelja 
v literaturi še ni podatkov.  
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3.1.1 Bakterijski sevi 
 
Seva bakterije E. coli smo pridobili iz zbirke BJ, ki je bila sestavljena za potrebe študije 
raziskovalne skupine Starčič Erjavec in sod. (2010) in je bila nadaljnje uporabljena za 
namene različnih raziskav (Starčič Erjavec in sod., 2015; Vadnov in sod., 2017; Starčič 
Erjavec in sod., 2017). Zbirka je dostopna je na Katedri za molekularno genetiko in 
biologijo mikroorganizmov na Oddelku za biologijo Biotehniške fakultete Univerze v 
Ljubljani. V njej je skupno 90 izolatov pridobljenih iz vzorcev blata zdravih posameznikov 
obeh spolov in vseh starostnih skupin. Za potrebe magistrske naloge smo izbrali dva seva 
BJ17 in BJ23. Lastnosti in viri uporabljenih sevov so zbrani v preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Lastnosti uporabljenih sevov bakterije Escherichia coli. 
Bakterijski sev Genotip oz. lastnosti Referenca ali vir 
BJ17 Filogenetska skupina A, papGII- 
papGIII- afa/dra- sfaDE- iha- 
fimH- ibeA- fyuA+ hbp- ireA- 
iucD- iroN+ hlyA- usp- clbAQ- 
picU- kpsMT- ompT- APEC-
ompT- tcpC- iss- neuB- traJ- traT- 
mcmA- mccV+ cba- cma- cea- 
colE7- cia+ cib- cka- 
 
Starčič Erjavec in sod., 2010; 
zbirka BJ 
BJ23 Filogenetska skupina B2, papGII- 
papGIII- afa/dra- sfaDE+ iha- 
fimH+ ibeA+ fyuA+ hbp+ ireA+ 
iucD+ iroN+ hlyA- usp+ clbAQ+ 
picU- kpsMT+ ompT+ APEC-
ompT+ tcpC- iss+ neuB+ traJ+ 
traT+ mcmA+ mccV+ cba+ cma+ 
cea- colE7- cia- cib- cka- 
 
Starčič Erjavec in sod., 2010; 
zbirka BJ 
 
3.1.2 Celične linije 
 
Celične linije, uporabljene v magistrski nalogi, so povzete v preglednici 5. 
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Preglednica 5: Lastnosti uporabljenih celičnih linij. 
Celična linija Lastnosti Vir 
HepG2 Trajna celična linija človeških 




HepG2 Per2-dluc Celična linija s stabilno 
vključenim plazmidom z zapisom 
za d-luciferazo pod promotojem 
gena Per2. Vzpostavljena je bila 
s transfekcijo HepG2 celične 
linije (PolyJet™ In Vitro DNA 
Transfection Reagent 
(SignaGen)) po navodilu 
proizvajalca (An Advanced 
Protocol for Transfecting Hard to 
Transfect Cells). 
dr. Urša Kovač, Center za 





Kemikalije, uporabljene v magistrski nalogi, so povzete v preglednici 6. 
 
Preglednica 6: Uporabljene kemikalije. 
Kemikalija Proizvajalec 
Agaroza Biolife 
Bakterijski pepton Biolife 
Brezbarvni Dulbeco's Modified Eagle Medium 
(DMEM) 
Sigma Aldrich 
Brezvodni etilni alkohol KEFO 
Deksametazon Sigma Aldrich 
Dimetil sulfoksid (DMSO) Carlo Erba 
DMEM Sigma Aldrich 
Fetalni goveji serum (FBS) Sigma Aldrich 
Goveji serumski albumin (BSA) Sigma Aldrich 
Injekcijska voda Braun 
Izopropanol Carlo Erba 
Kloroform Carlo Erba 
Kvasni ekstrakt Biolife 
L-glutamin  Gibco 
Na2HPO4 × 2 H2O, KH2PO4 Merck 
NaCl Merck 
Natrijev piruvat Gibco 
Penicilin-streptomicin Sigma Aldrich 
RNAza Sigma Aldrich 
TRI reagent Sigma Aldrich 
Tripsin Sigma Aldrich 
Triton X-100 Sigma Aldrich 
Tunikamicin Sigma Aldrich 
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Gojišča, uporabljena v magistrski nalogi, so povzeta v preglednici 7. 
 
Preglednica 7: Sestava uporabljenih gojišč 
Gojišče ali pufer Sestava 
Gojišče za celične linije 
 
10 % FBS in 1 % penicilin-streptomicin v DMEM 
Gojišče za kokulturo 
 
10 % FBS v DMEM 
Gojišče za zamrzovanje 
 
10 % DMSO v FBS 
Sinhronizacijsko gojišče 
 




2 % 200 µM L-glutamina, 1 % 100 µM natrijevega 
piruvata, 10 % FBS, 0,4 % 100 nM d-luciferin, 
brezbarvno gojišče DMEM 
 
Tekoče gojišče Luria Bertani (LB) 
 
 
1 % bakterijskega peptona, 0,5 % kvasnega 
ekstrakta, 1 % NaCl, destilirana voda 
Trdno gojišče LB 
 
 
1 % bakterijskega peptona, 0,5 % kvasnega 
ekstrakta, 1 % NaCl, 0,75 % agaroze, destilirana 
voda 
 
3.1.4.1 Gojišče za celične linije 
 
Gojišče za celične linije smo pripravili v brezprašni komori tako, da smo v 500 ml 
komercialno dostopnega gojišča DMEM dodali 50 ml FBS in 5 ml penicilin-streptomicina. 
Vse sestavine gojišča so bile predhodno sterilne, dodatna sterilizacija ni bila potrebna, saj 
smo vse komponente odpirali zgolj v brezprašni komori. Pripravljeno gojišče smo hranili 
pri 4 °C. 
 
3.1.4.2 Gojišče za kokulturo 
 
Gojišče za kokulturo smo pripravili, zagotovili sterilnosti in hranili kot je opisano v 
podpoglavju 0, le da smo izpustili antibiotika penicilin in streptomicin. 
 
3.1.4.3 Gojišče za zamrzovanje 
 
Gojišče za zamrzovanje smo vedno pripravili sveže tik pred zamrzovanjem celic, tako da 
smo v 1 ml FBS dodali 1 µl DMSO. Sterilnost smo zagotovili kot opisano v podpoglavju 
0. 
 
3.1.4.4 Sinhronizacijsko gojišče 
 
Sinhronizacijsko gojišče smo vedno pripravili sveže, tik pred poskusom tako, da smo v 50 
ml gojišča DMEM dodali 50 µl 100 mM deksametazona (analog glukokortikoidnim 
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hormonom) in tako zagotovili končno koncentracijo 100 nM deksamezatona v gojišču 
DMEM. Sterilnost smo zagotovili kot opisano v podpoglavju 0. 
 
3.1.4.5 Snemalno gojišče 
 
Snemalno gojišče smo vedno pripravili en dan pred poskusom tako, da smo v 50 ml 
centrifugirko odmerili 500 µl L-glutamina, 250 µl natrijevega piruvata, 2,5 ml FBS in 
dopolnili do 25 ml z brezbarvnim DMEM. Hranili smo ga v hladilniku pri 4 °C. Tik pred 
izvedbo poskusa smo dodali še 100 µl d-luciferina, centrifugirko ovili v aluminijasto folijo 
in se izogibali svetlobi, ker d-luciferin na svetlobi počasi razpada. Sterilnost smo zagotovili 
kot opisano v podpoglavju 0. 
 
3.1.4.6 Trdno in tekoče gojišče Luria-Bertani 
 
Trdno in tekoče gojišče LB smo pripravili tako, da smo v 500-mililitrsko steklenico s 
pokrovom natehtali 5 g bakterijskega peptona, 2,5 g kvasnega ekstrakta, 5 g natrijevega 
klorida ter v trdno gojišče dodali še 7,5 g agarja in obe gojišči dopolnili do 500 ml z 
destilirano vodo. Tako trdno, kot tekoče gojišče smo premešali na magnetnem mešalu in 
sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 20 minut, 1,2 atm). Ohlajeno trdno gojišče LB smo razlili 
v petrijevke in počakali, da se strdi. Obe gojišči smo do uporabe hranili pri 4 °C. 
 
3.1.5 Pufri in zmesi 
 
Pufri in mešanice, uporabljeni v magistrski nalogi, so povzeti v preglednici 8. 
 
Preglednica 8: Sestava uporabljenih pufrov in mešanic. 
Pufer Sestava 
0,1% goveji serumski albumin (BSA) v PBS 
 
0,1 % BSA v PBS 
1× fosfatni pufer (PBS; ang. phosphate buffer 
saline) 
 
1,009 mM Na2HPO4 × 2 H2O, 0,1 mM KH2PO4, 
150 mM NaCl, pH 7,4 
Reakcijska zmes propidijevega jodida (PI) 0,1 % Triton X-100, 0,1 mg/mL RNAze, 0,125 
µg/mL PI v PBS 
 
3.1.5.1 Pufer PBS 
 
Pufer PBS so pripravljali na Centru za funkcijsko genomiko in biočipe (CFGBC). Pred 
uporabo smo ga sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 20 minut, 1,2 atm). Hranili smo ga pri 
4 °C. 
 
3.1.5.2 Pufer 0,1 % goveji serumski albumin v PBS 
 
Pufer 0,1 % BSA v PBS so pripravljali na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo. Za 
potrebe poskusov sterilizacija ni bila potrebna. Hranili smo ga pri 4 °C. 
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3.1.5.3 Reakcijska zmes propidijevega jodida 
 
Reakcijsko zmes propidijevega jodida (PI) smo pripravili tako, da smo v 
mikrocentrifugirko odmerili 0,3 µl Tritona X-100 in 3 µl RNAze ter dopolnili s PBS do 
300 µl. Sterilnost smo zagotavljali kot opisano v podpoglavju 0. Do uporabe smo zmes 
hranili pri 4 °C. 
 
3.1.6 Začetni oligonukleotidi 
 
Začetni oligonukleotidi, uporabljeni v magistrski nalogi, so povzeti v preglednici 9. 
 
Preglednica 9: Uporabljeni začetni oligonukleotidi. 
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Preglednica 10: Uporabljeni kompleti. 
Komplet Proizvajalec 
DNAse I Recombinant Kit 
(kat. št. 04716728001) 
Roche 
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit II 
(kat. št. 556570) 
BD Pharmigen 
LEGENDplex™ Human Inflammation Panel 1 BioLegend 
Sybr Green Master Mix  
(kat. št. 04887352001) 
Roche 
Transcriptor Universal cDNA Master 
(kat. št. 05893151001) 
Roche 
 
3.1.8 Laboratorijska oprema in potrošni material 
 
Laboratorijska oprema in potrošni material, uporabljena v magistrski nalogi, sta povzeta v 
preglednici 11. 
 
Preglednica 11: Uporabljena laboratorijska oprema in potrošni material. 
Laboratorijska oprema in potrošni material Proizvajalec 
15- in 50-mililitrske sterilne centrifugirke s 
pokrovčkom 
TPP 
35-milimetrske gojitvene posodice TPP 
PCR-aparatura Applied biosystems Simpliamp 
Thermal Cycler 
Thermo Fisher 
Avtoklav 3850 MLV Systec 
Avtomatske pipete Gilson 
Brezprašna komora PIO LFV 9 Iskra 
Centrifuga za celične kulture 5810 R Eppendorf 
Centrifuga za celične kulture Megafuge 16R Thermo Fisher 
Digestorij Rauh 
Folija za zapiranje ploščice s 384 vdolbinicami Roche 
Gojitvena plošča s 24-imi vdolbinicami TPP 
Hemocitometer Neubauer 
Inkubator s 5% CO2 atmosfero MCO-19AIC UVH-PE Panasonic 
Invertni svetlobni mikroskop CK2 Olympus Japan 
Kivete Shimadzu 
Krioviale TPP 
Krovna stekelca Neubauer 
Lightcycler 480 Roche 
LumiCycle 32 Actimetrics 
Magnetno mešalo IKA® RCT basic Sigma Aldrich 
Centrifuga Mini spin plus  Eppendorf 
Multikanalna pipeta Thermo Fisher 
NanoDrop® (ND-1000) NanoDrop® 
Petrijevke Golias 
Pipetni nastavki Gilson 
Ploščica s 384 vdolbinicami Roche 
Ploščica s 96 vdolbinicami za PCR 4titude 
Polistirenske epruvete BD Biosciences 
Polistirenske epruvete s filtrom (12 × 75 mm) BD Biosciences 
Pretočni citometer BD FACSCanto II System BD Biosciences 
Serološke pipete Gilson 
          se nadaljuje… 
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Nadaljevanje preglednice 11: Uporabljena laboratorijska oprema in potrošni material. 
Laboratorijska oprema in potrošni material Proizvajalec 
Sterilne mikrocentrifugirke (brez RNAz in DNAz)  Eppendorf 
Svetlobni mikroskop BX40 Olympus Japan 
T-75 gojitvene posode za celične kulture TPP 
Tehtnica KERN FFN-N KERN 
UV-VIS spektrofotometer UV-1601 Shimadzu 
Vibracijski mešalnik Velp Scientifica 
Vodna kopel GFL 
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3.2.1 Gojenje bakterijskih sevov 
 
Iz zbirke BJ, shranjene pri –80 °C, smo s cepilno zanko z enim potegom nacepili 
bakterijski sev E. coli na plošče LB in inkubirali preko noči pri 37 °C in 5 % CO2. 
Naslednji dan smo na vsaki plošči izbrali eno kolonijo, jo precepili v 5 ml gojišča LB in 
hkrati nacepili tudi na plošče LB. Bakterije smo ponovno inkubirali preko noči pri 37 °C in 
5 % CO2. Naslednji dan smo plošče prestavili v hladilnik na 4 °C in jih tam hranili do tri 
tedne za potrebe tekočih poskusov. Po treh tednih smo bakterije precepili na sveže plošče 
LB. 
 
3.2.2 Določanje rastnih krivulj 
 
Prekonočno kulturo v gojišču LB smo premešali na vibracijski mešalnik in jo redčili 1:100 
v 500-mililitrski erlenmajerici s 50 ml svežega, na 37 °C ogretega gojišča LB. Prvo 
vzorčenje smo izvedli takoj po inokulaciji. Potek vzorčenja: za vsako časovno točko smo iz 
erlenmajerice odvzeli 1 ml kulture za meritev OD600 in 10 µl za določanje CFU/ml. 10 µl 
kulture smo redčili v PBS do ustrezne redčitve (preglednica 12) in nato 100 µl redčenega 
vzorca nacepili na trdno gojišče LB. Plošče smo inkubirali preko noči in naslednji dan 
prešteli kolonije. Kot števno smo upoštevali 30–300 kolonij. Bakterijsko rast smo 
spremljali 7 ur in vzorčili vsako uro. Poskus smo delali v treh bioloških in dveh tehničnih 
ponovitvah. Rezultate smo obdelali v programu GraphPad Prism 6. 
 
Preglednica 12: Redčitve bakterijske kulture v različnih časovnih točkah za določanje rastne krivulje. 











3.2.3 Gojenje celične linije HepG2 
 
Celično linijo HepG2 smo gojili v gojitvenih posodah T-75 z 12 ml gojišča DMEM z 
dodanim 10 % FBS in 1 % penicilin-streptomicin (v nadaljevanju gojišče za celične linije) 
pri pogojih 37 °C, 5 % CO2. V kolikor so se gojišče ali pogoji gojenja razlikovali je to 
navedeno pri posamezni metodi. Ko so celice prerastle 70 – 90 % gojitvene posode, smo 
odstranili gojišče, sprali celice s PBS in jih 1–15 minut tretirali s tripsinom (200 µl za 
ploščo s 24 vdolbinicami in 1000 µl za gojitveno posodo T-75), da so se odlepile. 
Delovanje tripsina smo zavrli z dodatkom svežega gojišča (1 ml za ploščo s 24 
vdolbinicami in 5 ml za gojitveno posodo T-75). Na tej stopnji smo lahko celice zamrznili 
ali redčili do 150 000 ali 200 000 celic/ml in razporedili v nove gojitvene posode za 
nadaljnje poskuse. 
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3.2.4 Priprava celične linije HepG2 za poskuse 
 
Celice smo nasadili na ploščo s 24 vdolbinicami s koncentracijo 200 000 celic/ml oziroma 
150 000 celic/ml, če je poskus trajal več dni. Volumen gojišča v vdolbinici je bil vedno 
1 ml. Preraščenost vdolbinic in stanje celic smo redno opazovali z invertnim mikroskopom 
pri 4× povečavi. Za štetje celice v števni komori smo celice odlepili s tripsinom, dodali 500 
µl svežega gojišča, resuspendirali in odpipetirali 2× po 10 µl v števno komoro. Prešteli smo 
2× po 4 velike kvadrate pri 10× povečavi na svetlobnem mikroskopu, izračunali povprečno 
število celic v vseh osmih kvadratih in upoštevali volumen števne komore. 
 
3.2.5 Zamrzovanje celične linije HepG2 
 
Za zamrzovanje celic je inaktivaciji s tripsinom sledilo centrifugiranje (700 rpm, 5 min) v 
15-mililiterski centrifugirki. Odstranili smo supernatant in celice resuspendirali v mediju 
za zamrzovanje (FBS z 10 % DMSO) in prenesli v kriovialo. V krioviali smo tako imeli 
koncentracijo približno 3 × 106 celic v 1 ml. Celice smo zamrzovali postopno, najprej 
20 minut pri –20 °C in nato smo jih šele prenesli na –80 °C, kjer smo jih hranili do 
uporabe. Pri odmrzovanju smo bili pozorni, da smo vsebino krioviale takoj, ko se je 
odtalila, prenesli v gojišče za celične linije, ogreto na 37 °C. 
 
3.2.6 Sinhronizacija celične linije HepG2 
 
Pred vsakim cirkadianim poskusom smo celice v posodi s 24 vdolbinicami sprali s 500 µl 
PBS, dodali 1 ml sinhronizacijskega gojišča in inkubirali 1 uro (37 °C, 5 % CO2). Po 
inkubaciji smo celice ponovno sprali s PBS in nato začeli s cirkadianimi poskusi. 
 
3.2.7 Analiza celičnega cikla po sinhronizaciji 
 
Vpliv sinhronizacije na celični cikel smo preverili s pretočno citometrijo. Sinhronizaciji in 
spiranju s PBS je sledilo odlepljanje celic s tripsinom, ki smo jih nato prenesli v 
polistirensko epruveto s svežim gojiščem za celične linije. Vzorce smo centrifugirali (1600 
rpm, 5 min), odlili supernatant, celice sprali z 2 ml 0,1 % BSA v PBS, premešali na 
vibracijskem mešalniku in ponovno centrifugirali (1600 rpm, 5 min). Supernatant smo 
odlili, dodali 500 µl 0,1 % BSA v PBS in dobro premešali na vibracijskem mešalniku. 
Epruvete smo postavili na led, dodali 4,5 ml hladnega 70 % etanola in inkubirali 2 uri na 
ledu v temi. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali (1600 rpm, 5 min), odlili supernatant 
in celice dvakrat sprali v 2 ml 0,1 % BSA v PBS. Po vsakem spiranju smo celice 
centrifugirali in zavrgli supernatant, po zadnjem pa dodali 300 µl PI reakcijske mešanice, 
premešali na vibracijskem mešalniku in inkubirali 30 minut na sobni temperaturi v temi.  
 
Za negativno kontrolo smo izpustili sinhronizacijo, vsi ostali koraki pa so bili identični. Po 
inkubaciji smo celice prefiltrirali v polistirenskih epruvetah s filtrom, da smo ločili 
morebitne celice v skupkih in nato celični cikel proučili s pretočnim citometrom BD 
FACSCanto II System (BD Biosciences). Analizo podatkov smo izvedli s programsko 
opremo BD FACSDiva™ (BD Biosciences). 
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3.2.8 Spremljanje izražanja d-luciferaze pod promotorjem gena Per2 
 
V 35-milimetrske petrijevke smo nacepili stabilno celično linijo HepG2 Per2-dluc 
(200 000 celic/ml) ter inkubirali preko noči. Bakterijska seva iz plošč shranjenih pri 4 °C 
smo cepilno zanko nacepili v 50-mililitrsko centrifugirko s pokrovčkom s 5 ml tekočega 
gojišča in prav tako inkubirali preko noči pri 37 °C in 5 % CO2. Naslednji dan smo 
prekonočno bakterijsko kulturo v razmerju 1:100 prenesli v novo 50-mililitrsko 
centrifugirko s pokrovčkom s 5 ml svežega in ogretega gojišča LB ter inkubirali 2,5 do 
3 ure. Medtem smo sinhronizirali celice HepG2 Per2-dluc. Po končani inkubaciji smo 
bakterijsko kulturo v centrifugirki s pokrovčkom dobro premešali na vibracijskem 
mešalniku, prenesli 1 ml kulture v kiveto in izmerili OD600. Z enačbo, osnovano na 
podlagi rezultatov v podpoglavju 3.2.2, smo glede na izmerjen OD600 določili CFU/ml in 
bakterijsko kulturo redčili v pufru PBS. Z redčenjem smo zagotovili multipliciteto 
infekcije (MOI) 0,005. Zadnjo redčitev smo naredili v snemalnem gojišču, dobro premešali 
in 1 ml redčene kulture prenesli v 35-milimetrske petrijevke z nasajenimi celicami HepG2 
Per2-dluc, ki smo jim pred tem odstranili gojišče in jih sprali s 500 µl PBS. Negativni 
kontroli smo v zadnjem koraku dodali snemalni medij brez bakterij. Posodice smo tesno 
zaprli s parafilmom in jih za 24 ur postavili v aparaturo LumiCycle 32, nameščeno v 
inkubatorju (37 °C in 5 % CO2). Lumicycle 32 je s štirimi fotopomnoževalnimi cevmi štel 
fotone zelenega dela svetlobnega spektra, v katerem je luciferaza po dodatku reagenta 
luciferina emitirala svetlobo (luminiscirala). 
 
3.2.9 Vzpostavitev kokulture celične linije in bakterije 
 
V posodo s 24 vdolbinicami smo nacepili celično linijo HepG2 (200 000 celic/ml) ter 
inkubirali preko noči. Bakterijsko kulturo smo pripravili tako, kot je opisano v podpoglavju 
3.2.8 in prav tako sinhronizirali celice HepG2. Zadnjo redčitev bakterijske kulture smo 
naredili v gojišču za kokulturo, dobro premešali in redčeno kulturo dodali k celicami 
HepG2, ki smo jim pred tem odstranili gojišče in jih sprali s 500 µl PBS. Celicam HepG2, 
ki so služile za negativno kontrolo, smo v zadnjem koraku dodali gojišče za kokulturo brez 
bakterij. Tako pripravljene celice smo inkubirali 4 ure (37 °C in 5 % CO2). Po inkubaciji 
smo odstranili gojišče in celice trikrat sprali s PBS, da smo odstranili preostanek bakterij. 
 
3.2.10 72-urno vzorčenje celic 
 
Po vzpostavitvi kokulture (opisano v podpoglavju 3.2.9) in trikratnem spiranju s PBS smo 
celični liniji HepG2 dodali 1 ml gojišča za celične linije in vrnili nazaj v inkubator. 
Inkubirali in vzorčili smo jih skupno 72 ur (slika 7). Za časovno točko t=0 smo določili 
trenutek, ko smo celično linijo še tretjič sprali s PBS in s tem odstranili bakterije. Vzorčili 
smo 24 ur, vsaki 2 uri (časovne točke od t=2 do t=24) in še dodatni dve časovni točki po 48 
in po 72 urah (t=48 in t=72). Poskus smo delali v treh bioloških ponovitvah. 
 
 
Slika 7: Shematski prikaz časovnih točk, pri katerih smo vzorčili. 
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Potek vzorčenja v vseh časovnih točkah: celicam smo odstranili gojišče in ga centrifugirali 
(5000 rcf, 5 min), supernatant prenesli v svežo mikrocentrifugirko in shranili pri –20 °C za 
analize prisotnih citokinov. Celicam smo dodali 300 µl trizola, s pipeto resuspendirali 
odlepljene celice in jih prenesli v označene mikrocentrifugirke (sterilne, brez RNAz in 
DNAz). Vzorce smo takoj postavili na led in jih po končanem vzorčenju shranili pri –80 
°C do izolacije obveščevalne RNA (mRNA; ang. messenger RNA).  
 
3.2.11 Test apoptoze in nekroze na pretočnem citometru 
 
Test apoptoze in nekroze smo izvedli s pretočno citometrijo, uporabili smo komercialno 
dostopen komplet FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit II (BD Pharmigen). Komplet 
vsebuje fluorokrom PI in s fluorokromom fluorescein izotiocianat (FITC) označen 
Annexin V, ki nam omogočata razločevanje med štirimi populacijami celic: žive celice, 
nekrotične celice, celice v zgodnji apoptozi in celice v pozni apoptozi. Fluorokrom FITC 
najbolje absorbira svetlobo pri 494 nm in oddaja pri 520 nm; PI najbolje absorbira pri 535 
nm in oddaja svetlobo pri 623 nm. Emisijska spektra se v območju od 550 do 650 nm 
prekrivata, zato smo pred začetkom poskusov izvedli kompenzacijo. S tem smo zagotovili, 
da je fluorescenca, ki jo zaznava določen detektor, posledica emisije svetlobe merjenega 
fluorokroma. 
 
Za potrebe kompenzacije smo v posodo za gojenje celičnih kultur s 24 vdolbinicami 
nasadili 150 000 celic/ml in inkubirali preko noči. Naslednji dan smo iz dveh vdolbinic s 
celicami odstranili gojišče, sprali s 500 µl PBS in dodali gojišče DMEM s 15 µg/ml 
tunikamicina, ki je v taki koncentraciji po 24-ih urah v celicah sprožil apoptozo. Tako 
tretirane celice so nam služile, kot pozitivna kontrola za apoptotične celice. Po skupno 48-
urah inkubacije smo vsem celicam odstranili gojišče, sprali s PBS in v štiri vdolbinice 
naenkrat dodali 200 µl tripsina za 1 minuto. Odlepljene celice smo resuspendirali in 
prenesli v polistirenske epruvete z 1 ml svežega gojišča za celične linije. Postopek smo 
ponovili za vse vdolbinice s celicami. Po navodilih proizvajalca smo nato vzorce 
centrifugirali (1600 rpm, 5 min), odlili supernatant, dodali 2 ml 0,1 % BSA v PBS, 
premešali na vibracijskem mešalniku, ponovno centrifugirali (1600 rpm, 5 min), odlili 
supernatant, dodali 200 µl 1× vezavnega pufra (oz. toliko, da smo zagotovili približno 1 × 
105 celic/100 µl), dobro premešali na vibracijskem mešalniku in 100 µl celic v vezavnem 
pufru prenesli v svežo polistirensko epruveto. Na tej točki smo dva izmed vzorcev, ki niso 
bili tretirani s tunikamicinom 3 minute inkubirali pri 60 °C in jima dodali 0,5 µl PI. Tako 
tretirana vzorca sta služila kot pozitivna kontrola za nekrotične celice. V dve epruveti, kjer 
so bile celice tretirane s tunikamicinom, smo dodali 1 µl FITC Annexin V reagenta in 
dobro premešali. V dve epruveti z netretiranimi celicami nismo dodali nobenega barvila. V 
vseh 6 epruvet smo odpipetirali 200 µl 1× vezavnega pufra in jih 15 minut inkubirali v temi 
pri sobni temperaturi. Vsebino vseh epruvet smo prefiltirali v polistirenskih epruvetah s 
filtrom in tako pripravljene vzorce pomerili na pretočnem citometru FASC Canto II 
System (BD Biosciences). Rezultate pretočne citometrije smo analizirali s programsko 
opremo BD FACSDiva ™ (BD Biosciences). 
 
Po uspešni kompenzaciji smo izvedli dejanski poskus. Pripravili smo kokulturo celične 
linije HepG2 in bakterijskih sevov E. coli, kot opisano v podpoglavju 3.2.9. Delali smo v 
dveh bioloških ponovitvah. Negativna kontrola so bile celice HepG2 gojene v gojišču za 
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kokulturo brez bakterij. Določili smo časovne točke vzorčenja t=0, t=24, t=48 in t=72. Po 
3× spiranju s PBS smo vzorčili takoj (t=0), po 24 h (t=24), po 48 h (t=48) in po 72 h (t=72). 
Delali smo po navodilih proizvajalca, kot opisano pri kompenzaciji do točke, kjer 
prenesemo 100 µl vzorca v svežo epruveto. Nato smo vsem vzorcem dodali 1 µl reagenta 
FITC Annexin V, dobro premešali na vibracijskem mešalniku, inkubirali 15 minut v temi, 
dodali 0,5 µl PI in nato še 200 µl 1× vezavnega pufra. Vse skupaj smo dobro premešali na 
vibracijskem mešalniku, prefiltrirali skozi filter na polistirenski epruveti in pomerili na 
pretočnem citometru FASC Canto II System (BD Biosciences). Rezultate pretočne 
citometrije smo analizirali s programsko opremo BD FACSDiva ™ (BD Biosciences). Test 
smo izvedli v dveh bioloških ponovitvah. 
 
3.2.12 Izolacija mRNA 
 
Iz vzorcev celic HepG2, ki smo jih shranili v podpoglavju 3.2.10, smo izolirali mRNA za 
analizo vpliva bakterijskih sevov na cirkadiano uro in imunski sistem. Vzorce shranjene pri 
–80 °C smo odtalili, prenesli na led in vse nadaljnje korake izvajali na hladnem. Vzorcem 
smo v digestoriju dodali 60 µl kloroforma, 15 sekund močno mešali na vibracijskem 
mešalniku in nato centrifugirali (12 000 rcf, 15 min, 4 °C). Dobili smo tri ločene faze: 
1) spodnja, organska faza, v kateri so proteini, 2) interfaza, v kateri je DNA in 3) zgornja, 
vodna faza z RNA. Nas je zanimala samo zgornja, vodna faza, ki smo jo prenesli v svežo 
mikrocentrifugirko (sterilna, brez RNAz in DNAz). Pri tem smo pazili, da nismo prenesli 
še katere druge faze. V vsako mikrocentrifugirko smo dodali 150 µl izopropanola, dobro 
premešali na vibracijskem mešalniku in centrifugirali (12 000 rcf, 20 min, 4 °C). Po 
centrifugiranju je bila oborjena RNA v peletu. Previdno smo odstranili ves supernatant, 
dodali 350 µl hladnega 75 % etanola, premešali na vibracijskem mešalniku in centrifugirali 
(12 000 rcf, 5 min, 4 °C). Etanol smo odlili in še trikrat ponovili spiranje. Po četrtem 
spiranju smo s pipeto odstranili odvečen etanol in vzorce posušili; 5 minut na termobloku 
pri 55 °C in nato še 20 minut pri sobni temperaturi. Ko je bil vzorec popolnoma suh, smo 
dodali 10 µl vode za injekcije in RNA ponovno raztopili na termobloku (5 min, 55 °C). 
Preden smo vzorce shranili pri –80 °C smo na NanoDrop-u izmerili absorbanco, da smo 
dobili podatke o koncentraciji in čistosti izolirane RNA. 
 
3.2.1 Odstranitev DNA in prepis mRNA v cDNA 
 
Po uspešni izolaciji mRNA smo vzorce redčili do koncentracije 40 ng/µl. S kompletom 
DNase I Recombinant Kit smo odstranili morebitno v vzorcu prisotno DNA in nato s 
kompletom Transcriptor Universal cDNA Master RNA prepisali v komplementarno DNA 
(cDNA). Vzorce cDNA smo shranili pri –20 °C. 
 
3.2.2 Kvantitativni PCR 
 
Vzorce cDNA smo analizirali s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo (qPCR). V 
ploščo s 96 vdolbinicami smo iz vsakega vzorca v odpipetirali 3 µl cDNA. Sledila je 
priprava osnovne zmesi, kot je prikazano v preglednici 13, za vsak gen, ki nas je zanimal 
(glej preglednico 9). Analizirali smo samo dve biološki ponovitvi vzorcev in za vsako 
naredili tri tehnične ponovitve. 
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Preglednica 13: Priprava osnovne zmesi za qPCR 
Komponenta osnovne zmesi Volumen za triplikate [µl] 
Volumen preračunan glede na 
število vzorcev (90) in 
upoštevana 10 % napaka 
pipetiranja [µl] 
Voda za injekcije 4,6 460 
2× Sybrgreen 10,0 990 
Mešanica začetnih 
oligonukleotidov [5 µM] 
2,4 238 
Vzorčna cDNA 3,0 / 
Skupen volumen 20 1688 
 
V vsako vdolbinico s cDNA na plošči s 96 vdolbinicami smo odmerili 17 µl dobro 
premešane osnovne zmesi za qPCR. Ploščo smo pokrili s parafilmom, močno premešali na 
vibracijskem mešalniku in centrifugirali (2000 rpm, 2 min, 4 °C). Z multikanalno pipeto 
smo 5 µl vsebine vsake vdolbinice v triplikatih prenesli na ploščo s 384 vdolbinicami. 
Ploščo smo pokrili s priloženo samolepilno folijo, jo zavili v aluminijasto folijo in 
centrifugirali (2000 rpm, 2 min, 4 °C). po končanem centrifugiranju smo odstranili 
aluminijasto folijo, preverili, da v vdolbinicah ni mehurčkov in ploščo vstavili v 
LightCycler 480, nastavili program, kot opisano v preglednici 14 in zagnali program. 
 
Preglednica 14: Program qPCR 
Stopnja Število ciklov, temperatura in čas trajanja 
Pred inkubacija 1 cikel: 
95 °C, 10 minut 
 
Pomnoževanje 45 ciklov: 
95 °C, 10 sekund 
60 °C, 20 sekund 
72 °C, 20 sekund 
 
Talilna krivulja 1 cikel: 
95 °C, 5 sekund 
65 °C, 60 sekund 
97 °C, neprekinjeno 
 
Hlajenje 1 cikel: 
40 °C, 30 sekund 
 
Rezultate analize qPCR (priloga D1–D9) smo normalizirali glede na izražanje dveh 
referenčnih genov ActB in Rplp0 ter upoštevali učinkovitost prilagajanja začetnih 
nukleotidov. Spremembo relativne količine mRNA smo izračunali po metodi 2ΔΔCt, kjer je 
ΔΔCt = ΔCt[max Ct vzorca – Ct vzorca] – ΔCt[geometrična sredina obeh referenčnih genov 
(max Ct referenčnega gena – Ct referenčnega gena)]. 
 
3.2.3 Določanje koncentracije citokinov na pretočnem citometru 
 
Za določanje koncentracije potencialno prisotnih citokinov gojišču, shranjenemu po 
72-urnem vzorčenju, opisanem v podpoglavju 3.2.10, smo uporabili komercialno dostopen 
komplet imunskih testov na osnovi kroglic LEGENDplex™. Hkrati smo izmerili vsebnost 
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13-ih človeških citokinov oz. kemokinov. Izbrali smo že pripravljen nabor testov: Human 
Inflammation Panel 1 (BioLegend). Preverili smo koncentracijo sledečih citokinov: IL-1β, 
IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-10, IL-12 (p70), IL-17A in IL-18. Vzorce smo analizirali na 
pretočnem citometru FASC Canto II System (BD Biosciences). 
 
3.2.4 Statistična analiza 
 
Rezultate analize qPCR izražanja glavnih cirkadianih genov in z imunskim sistemom 
povezanih genov smo pridobili v dveh bioloških ponovitvah s tremi tehničnimi 
ponovitvami. Podatke o izražanju genov 2–24 ur smo obravnavali ločeno od podatkov 
izražanja 24–72 ur, da smo dobili bolj natančen vpogled v dogajanje po prvih 24-ih urah. 
Spremembe izražanja vseh izbranih genov smo normalizirali na izražanje povprečja dveh 
referenčnih genov Rplp0 in ActB ter upoštevali učinkovitost prileganja začetnih 
oligonukleotidov. 
 
Rezultate izražanja v časovnem obdobju 2–24 ur je z metodo COSINOR (Cornelissen, 
2014) statistično analiziral izr. prof. dr. Miha Moškon s Fakultete za računalništvo in 
matematiko. Ocenil je velikost amplitude in zamik faze pri nihanju s fiksno periodo 24 ur. 
 
Rezultate izražanja v časovnem obdobju 24–2 ur smo obdelali v računalniškem programu 
GraphPad PRISM v6.01 s Sidakovim testom. Statistično značilne razlike med nivojem 
izražanja mRNA smo označili; statistično ni značilno (ns) za P > 0,05, * za P ≤ 0,05, ** za 
P ≤ 0,01, *** za P ≤ 0,001 in **** za P ≤ 0,0001. 
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4.1 RASTNE KRIVULJE BAKTERIJSKIH SEVOV 
 
Raziskavo vpliva mikrobiote na cirkadiano uro izbranega modela celične linije HepG2 smo 
začeli z določanjem rastnih krivulj izbranih predstavnikov mikrobiote, bakterijskih sevov 
E. coli BJ17 in BJ23. Želeli smo zagotoviti konstantno začetno število prisotnih bakterij v 
kokulturi s celično linijo. Za vzpostavljanje konsistentnih pogojev smo rastni krivulji 
določali pri enakih pogojih, kot gojimo celične linije (37 °C, 5 % CO2, brez stresanja). Rast 
bakterijske kulture smo spremljali sedem ur na dva načina: 1) meritve OD600 in 2) štetje 
kolonij na ploščah (CFU/ml).  
 
Rastni krivulji obeh bakterijskih sevov v danih pogojih so primerljive (slika 8, priloga A). 
Opazimo lahko standarden potek rastne krivulje; začetna faza prilagajanja, eksponentna 
faza rasti in stacionarna faza. Do zadnje faze, faze odmiranja, ni prišlo, saj smo bakterijsko 
rast spremljali le 7 ur. Eksponentna faza rasti je pri obeh sevih trajala od približno druge do 
pete ure. Bakterije smo pred poskusi v tekočem gojišču LB zato vedno gojili 2,5–3 ure, ker 
smo želeli, da dosežejo zgodnjo eksponentno fazo rasti. 
 
 
Slika 8: Rastne krivulje bakterije Escherichia coli BJ17 in BJ23. Krogci predstavljajo število kolonij 
(CFU/ml) in kvadratki predstavljajo meritve optične gostote pri valovni dolžini 600 nm (OD600) v odvisnosti 
od časa. Točke predstavljajo srednje vrednosti treh bioloških in dveh tehničnih ponovitev, navpične premice 
prikazujejo standardne odklone. 
V območju 2–5 ur, ko krivulji eksponentno naraščata, smo z analizo linearne regresije 
ugotovili, da je povezava med spremenljivkama OD600 in CFU/ml linearna (slika 9). 
Enačba regresijske premice nam je omogočila določanje CFU/ml preko meritve OD600 
bakterijske kulture pred vsakim poskusom. Bakterijsko kulturo smo na podlagi podatka o 
CFU/ml ustrezno redčili in vedno zagotovili enako multipliciteto infekcije (MOI). 
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Slika 9: Linearna regresijska analiza neodvisnih spremenljivk: število bakterij (CFU/ml) in optična 
gostota pri valovni dolžini 600 nm (OD600) za oba seva bakterije Escherichia coli. V analizo so bili 
vključeni podatki o rasti v časovnem razponu od 2 do 5 ur, ko število bakterij eksponentno narašča. Vsak graf 
ima izpisano enačbo premice in korelacijski koeficient R2. Povezava med spremenljivkama je pri vseh sevih 
statistično značilna (****). 
4.2 VPLIV SINHRONIZACIJE NA CELIČNI CIKEL 
 
Zaradi odsotnosti glavnega sinhronizatorja SCN v in vitro pogojih smo pred vsakim 
cirkadianim poskusom celice HepG2 sinhronizirali. Morebiten vpliv tovrstne 
sinhronizacije smo na nivoju celičnega cikla preverili s pretočnim citometrom. Uporabili 
smo fluorokrom PI, ki z vezavo na DNA omogoča razlikovanje med tremi populacijami 
celic. Glede na različno vsebnost DNA v fazah celičnega cikla ločimo med celicami, ki se 
nahajajo v fazi G0 ali G1, v fazi S in v fazi G2 ali M.  
 
Pričakovali smo, da bo večina celic v interfazi in le nekaj celic v fazi mitoze. Na sliki 10 
(A) vidimo, da je velika večina celic v fazi G0 ali G1. Signal PI je takrat najšibkejši, ker so 
celice v diploidnem stanju. Nekaj celic se nahaja v fazi S, ko iz diploidnega stanja 
prehajajo v štiriploidno in je zato signal PI malo močnejši. Preostanek celic je v fazi G2 ali 
M, kjer so vse celice pred citokinezo v štiriploidnem stanju in je signal PI najmočnejši. 
Slika 10 (B) prikazuje histograma netretiranih in sinhroniziranih celic, ki se skoraj 
popolnoma prekrivata. Rezultati dveh ponovitev so prikazani na sliki 11 in zbrani v 
prilogi B.  
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Slika 10: Prikaz histogramov dobljenih z analizo celičnega cikla s pretočnim citometrom. (A) Določene 
meje med tremi subpopulacijami celic (G0 + G1, S in G2 + M) glede na intenziteto obarvanja s propidijevim 
jodidom (PI). (B) Primerjava histogramov netretiranih (modra) in sinhroniziranih (zelena) celic HepG2. 
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Slika 11: Zbrani podatki analize celičnega cikla s pretočnim citometrom. Odstotki celic v različnih fazah 
celičnega cikla netretiranih (kontrola) in sinhroniziranih celic HepG2. Prikazane so srednje vrednosti dveh 
ponovitev in standardni odkloni. Bel stolpec predstavlja odstotek celic v fazi G0 ali G1, svetlo siv stolpec 
predstavlja odstotek celic v fazi S in temno siv stolpec predstavlja odstotek celic v fazi G2 ali M. 
S pridobljenimi rezultati smo potrdili, da sinhronizacija ne vpliva na celični cikel celic 
HepG2. 
 
4.3 STABILNOST KOKULTURNEGA SISTEMA 
 
V izogib prekomernemu namnoževanju bakterij in posledičnem odmiranju celic HepG2, 
kar bi nam onemogočilo analizo vpliva na cirkadiano uro, smo preverili koliko časa je 
vzpostavljen kokulturni sistem stabilen. Aktivnost celic HepG2 smo spremljali z aparaturo 
LumiCycle 32 preko vstavljenega poročevalca, d-luciferaze, pod promotorjem gena Per2 
ob prisotnosti bakterij. Upoštevali smo MOI 0,005. 
 
Iz rezultatov meritev luminiscence na sliki 12 je razvidno, da do pete ure inkubacije celice 
HepG2 Per2-dluc v kokulturi tako s sevom BJ17, kot s sevom BJ23 primerljiv signal. Po 
peti uri signal celic v kokulturi drastično upade v primerjavi s kontrolo brez bakterij. 
Celice v kokulturi z bakterijskim sevom BJ23 prve začnejo izgubljati na moči signala, sledi 
jim kokultura s sevom BJ17. Signal kontrole brez bakterij s časom narašča, kar pomeni, da 
se celice HepG2 Per2-dluc neovirano pomnožujejo. Na podlagi tega rezultata smo sklepali, 
da celice HepG2 v kokulturi po petih urah odmrejo zaradi veliko hitrejše bakterijske rasti 
in kokultura takrat ni več stabilna. 
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Slika 12: Prikaz meritev amplitude luminiscence celic HepG2 Per2-dluc z aparaturo Lumicycle 32. 
Spremljali smo celice HepG2 Per2-dluc v kokulturi s sevoma bakterije Escherichia coli: BJ17 (bele točke) in 
BJ23 (sive točke), kot kontrolo smo uporabili samo celice HepG2 Per2-dluc (črne točke). Meritve smo 
izvajali 24 ur, aparatura je v posamezni časovni točki naredila več meritev, na grafu so prikazane povprečne 
vrednosti dveh bioloških ponovitev. 
Določili smo, da je optimalen čas inkubacije kokulturnega sistema 4 ure, ko so celice 
HepG2 v kokulturah z obema testiranima sevoma še aktivne. 
 
4.4 VPLIV BAKTERIJSKIH SEVOV NA VIABILNOST CELIC HEPG2 
 
Izražanje poročevalca d-luciferaze pod promotorjem gena Per2 nam je dalo vpogled v 
aktivnost celic HepG2 v kokulturi, vendar smo se želeli prepričati, da celice tudi po koncu 
inkubacije z bakterijskimi sevi ne vstopajo v apoptozo ali nekrozo v večji meri, kot bi v 
pogojih brez bakterij. Viabilnost celic HepG2 smo po koncu 4-urne inkubacije v kokulturi 
preverili s komercialno dostopnim kompletom FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit II 
(BD Pharmigen) na pretočnem citometru. Komplet vsebuje fluorokroma PI, ki se veže na 
nukleinsko kislino, in s FITC označen Annexin V, ki se veže na marker za apoptotične 
celice, fosfatidilserin (PS). Razlikujeta med štirimi populacijami celic: žive, zgodnje 
apoptotične, pozne apoptotične in nekrotične celice, kot prikazano na sliki 13.  
 
Viabilnost celic HepG2 smo spremljali v časovnem razponu 0−72 ur po koncu 4-urne 
inkubacije v kokulturi. Rezultati dveh ponovitev so zbrani na sliki 14 in v prilogi C. Do 
največjih odstopanj na vpliv viabilnosti je prišlo v časovni točki 0, takoj po spiranju 
bakterij iz kokulturnega sistema. Bakterijski sev BJ23 povzroči nekrozo ali vstop v pozno 
apoptozo pri večjem odstotku celic, medtem ko BJ17 to povzroči pri podobnem odstotku 
celic, kot kontrola brez bakterij. Celicam v kokulturah z bakterijskima sevoma je skupno, 
da v točki 72 ur naraste odstotek apoptotičnih celic, kar je po 3-dnevni inkubaciji brez 
menjave gojišča pričakovano.  
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Slika 13: Točkovni diagram pridobljen z analizo viabilnosti celic na pretočnem citometru. Z uporabo 
fluorescentnih barvil propidijevega jodida (PI) in Annexina V vezanega s FITC smo ločevali med štirimi 
populacijami celic: nekrotične, žive, zgodnje in pozno apoptotične. 
Zaključili smo, da si celice kljub začetnemu šoku (čas 0) opomorejo in je njihova 
viabilnost primerljiva s kontrolo. 4-urna izpostavljenost celic HepG2 predstavnikoma 
mikrobiote je optimalna, saj nam zagotavlja precej dolg kontakt in hkrati ne povzroča 
trajnih posledic na viabilnosti celične linije. 
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Slika 14: Rezultati testa apoptoze in nekroze na pretočnem citometru. Prikazani so odstotki celic, ki so 
bile glede na fluorescentne signale identificirane kot žive (svetlo siv stolpec), zgodnje apoptotične (bel 
stolpec), pozno apoptotične (temno siv stolpec) ali nekrotične (črn stolpec). Analizirali smo celično linijo 
HepG2 v kokulturi z dvema sevoma bakterije Escherichia coli BJ17 in BJ23 ter kontrolo brez bakterij. 
Viabilnost celic smo spremljali v 4-ih časovnih točkah, in sicer takoj po koncu 4-urne inkubacije v kokulturi 
(čas 0), 24 ur po koncu (čas 24), 48 ur po koncu (čas 48) in 72 ur po koncu inkubacije v kokulturi (čas 72). 
Prikazane so povprečne vrednosti in standardni odkloni dveh bioloških ponovitev. 
 
4.5 VPLIV IZBRANIH BAKTERIJSKIH SEVOV NA IZRAŽANJE GENOV 
CIRKADIANE URE 
 
Vpliv predstavnikov mikrobiote na cirkadiano uro celic HepG2 smo preverili na dobro 
definiranem in stabilnem kokulturnem sistemu. Po 4-urni inkubaciji smo iz sistema 
odstranili bakterije in vzorčili 72 ur (za shemo vzorčenja glej sliko 7). Z analizo qPCR smo 
v vseh časovnih točkah preverili nivo izražanja glavnih cirkadianih genov Clock, Bmal1, 
Per1, Per2, Per3, Cry1 in Cry2. Zaradi bolj pogostega vzorčenja v prvih 24-ih urah, smo 
rezultate 2–24 ur analizirali ločeno od rezultatov 24–72 ur. 
 
V časovnih točkah 2–24 ur smo vpliv na nihanje izražanja cirkadianih genov ovrednotili s 
primerjavo amplitude in faze nihanja med kokulturnim sistemom in kontrolo brez bakterij. 
Izražanje velike večine testiranih genov je bilo cirkadiano (priloga E), razen gena za 
CLOCK v kokulturi s sevom BJ17 in CRY1 v kokulturi s sevom BJ23. Statistično značilni 
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zamiki v amplitudi nihanja (glej preglednico 15) so se pokazali pri genih za oba glavna 
transkripcijska aktivatorja CLOCK in BMAL1 v kokulturnem sistemu s sevom BJ23 (slika 
15), genih za transkripcijska represorja PER1 v obeh kokulturnih sistemih in PER2 v 
kokulturnem sistemu s sevom BJ17 (slika 16) ter genu za transkripcijski represor CRY2 v 
kokulturnem sistemu s sevom BJ23 (slika 17). Statistično značilne zamike faze nihanja 
(glej preglednico 15) smo opazili pri negativni povratni zanki, in sicer pri genih za 
represorje PER2 v obeh kokulturnih sistemih, PER3 v kokulturnem sistemu s sevom BJ17 
(slika 16) in CRY2 v kokulturnem sistemu s sevom BJ17 (slika 17). 
 
V časovnih točkah 24–72 ur smo vpliv na nihanje izražanja cirkadianih genov ovrednotili 
le s primerjavo amplitude nihanja (nivo relativnega izražanja mRNA) med kokulturnim 
sistemom in kontrolo brez bakterij. Na sliki 18 vidimo, da do statistično značilnih zamikov 
amplitude pri izražanju vseh cirkadianih genov pride šele v časovni točki 72 ur. Izjema sta 
gena za glavni transkripcijski aktivator BMAL1 in represor PER3, kjer do statistično 
značilnih zamikov amplitude ni prišlo v nobeni časovni točki. V kokulturnem sistemu z 
bakterijskim sevom BJ23 statistično značilne zamike relativnega nivoja izražanja mRNA v 
časovni točki 72 ur opazimo pri genu za aktivator CLOCK in genih za represorje PER1, 
PER2, CRY1 in CRY2. V kokulturnem sistemu z bakterijskim sevom BJ17 je do 
statistično značilnih zamikov amplitude prišlo le pri izražanju genov za represorja PER1 in 
PER2. 
 
Preglednica 15: Rezultati COSINOR analize nihanja izražanja glavnih cirkadianih genov. Primerjava 
amplitude ter faze nihanja izražanja glavnih cirkadianih genov v časovnem obdobju 2–24 h med kontrolo (K) 
in kokulturo z bakterijskim sevom BJ17 in BJ23 ter statistična značilnost primerjave. Statistično značilne 
vrednosti so odebeljene. 








CLOCK, K:BJ17 0,04 0,15 -0,05 0,97 
CLOCK, K:BJ23 0,06 0,05 -0,50 0,76 
BMAL1, K:BJ17 0,02 0,11 -0,11 0,85 
BMAL1, K:BJ23 0,06 0,04 -0,23 0,82 
PER1, K:BJ17 -0,13 0,00 3,19 0,93 
PER1, K:BJ23 -0,09 0,02 0,05 0,94 
PER2, K:BJ17 0,04 0,00 0,57 0,04 
PER2, K:BJ23 0,04 0,07 0,95 0,05 
PER3, K:BJ17 0,01 0,22 1,11 0,00 
PER3, K:BJ23 0,01 0,41 0,88 0,13 
CRY1, K:BJ17 -0,02 0,09 2,29 0,06 
CRY1, K:BJ23 0,01 0,80 1,84 0,06 
CRY2, K:BJ17 -0,03 0,14 0,50 0,03 
CRY2, K:BJ23 -0,05 0,03 0,38 0,25 
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Slika 15: Relativna količina mRNA glavnih transkripcijskih aktivatorjev Clock in Bmal v odvisnosti od 
časa (2–24 h). Primerjamo kontrolo brez bakterij (črna) s kokulturnim sistemom enega izmed bakterijskih 
sevov BJ17 ali BJ23 (rdeča).Podatki so normalizirani in obdelani z neparametričnim statističnim testom 
COSINOR s fiksno periodo 24 ur. Prikazani so vsi rezultati (točke), povprečne vrednosti ponovitev (krivulje) 
in intervali zaupanja (obarvana območja) dveh bioloških ponovitev s tremi tehničnimi ponovitvami. 
Žužek Z. Odziv imunskega sistema na izbrane seve bakterije E. coli in vpliv na cirkadiano uro.  






Slika 16: Relativna količina mRNA transkripcijskih represorjev Per1, Per2 in Per3 v odvisnosti od časa 
(2–24 h). Primerjamo kontrolo brez bakterij (črna) s kokulturnim sistemom enega izmed bakterijskih sevov 
BJ17 ali BJ23 (rdeča).Podatki so normalizirani in obdelani z neparametričnim statističnim testom COSINOR 
s fiksno periodo 24 ur. Prikazani so vsi rezultati (točke), povprečne vrednosti ponovitev (krivulje) in intervali 
zaupanja (obarvana območja) dveh bioloških ponovitev s tremi tehničnimi ponovitvami. 
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Slika 17: Relativna količina mRNA transkripcijskih represorjev Cry1 in Cry2 v odvisnosti od časa (2–
24 h). Primerjamo kontrolo brez bakterij (črna) s kokulturnim sistemom enega izmed bakterijskih sevov 
BJ17 ali BJ23 (rdeča).Podatki so normalizirani in obdelani z neparametričnim statističnim testom COSINOR 
s fiksno periodo 24 ur. Prikazani so vsi rezultati (točke), povprečne vrednosti ponovitev (krivulje) in intervali 
zaupanja (obarvana območja) dveh bioloških ponovitev s tremi tehničnimi ponovitvami. 
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Slika 18: Relativna količina mRNA glavnih cirkadianih genov v odvisnosti od časa (24–72 h). Podatki 
so normalizirani, bel kvadratek predstavlja kokulturo z bakterijskim sevom BJ17, črn krogec predstavlja 
kontrolo in siv trikotnik kokulturo z bakterijskim sevom BJ23. Prikazane so povprečne vrednosti dveh 
bioloških in treh tehničnih ponovitev. Statistična značilnost primerjave med kontrolo in kokulturnim 
sistemom je označena (ns P > 0,05, * P ≤ 0,05, ** P ≤ 0,01, *** P ≤ 0,001 in **** P ≤ 0,0001). 
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4.6 VPLIV IZBRANIH BAKTERIJSKIH SEVOV NA IZRAŽANJE GENOV 
POVEZANIH Z IMUNSKIM ODZIVOM 
 
Vpliv predstavnikov mikrobiote na izražanje z imunskim sistemom povezanih genov v 
celicah HepG2 smo preverili na dobro definiranem in stabilnem kokulturnem sistemu. Po 
4-urni inkubaciji smo iz sistema odstranili bakterije in vzorčili 72 ur (za shemo vzorčenja 
glej sliko 7). Z analizo qPCR smo v vseh časovnih točkah preverili nivo izražanja genov 
Ifn γ, Il-6r, Tnf in Tlr-4. Nivo izražanja vseh testiranih genov je bil nizek, za citokina TNF 
in IFN-Ɣ celo pod mejo detekcije, zato smo ju morali izločiti iz statistične analize. Zaradi 
bolj pogostega vzorčenja v prvih 24-ih urah, smo rezultate 2–24 ur analizirali ločeno od 
rezultatov 24–72 ur. 
 
V časovnih točkah 2–24 ur smo vpliv na nihanje izražanja z imunskim sistemom 
povezanih genov ovrednotili s primerjavo amplitude in faze nihanja med kokulturnim 
sistemom in kontrolo brez bakterij. Nihanje izražanja testiranih genov ni bilo cirkadiano 
(priloga E). Statistično značilnih zamikov v amplitudi nihanja (glej preglednico 16) nismo 
zaznali v nobenem od testiranih genov v obeh kokulturnih sistemih (slika 19). Statistično 
značilne zamike faze nihanja (glej preglednico 16) smo opazili samo pri izražanju 
receptorja TLR-4 v obeh kokulturnih sistemih. 
 
V časovnih točkah 24–72 ur smo vpliv na nihanje izražanja z imunskim sistemom 
povezanih genov ovrednotili le s primerjavo amplitude nihanja (nivo relativnega izražanja 
mRNA) med kokulturnim sistemom in kontrolo brez bakterij. Zaradi manjkajočih 
podatkov oziroma prenizkega nivoja izražanja receptorja TLR-4, smo ga izločili iz analize. 
Na sliki 20 vidimo, da je do statistično značilnih zamikov amplitude pri izražanju prišlo le 
v časovni točki 72 h, in sicer pri obeh kokulturnih sistemih. 
 
Preglednica 16: Rezultati COSINOR analize nihanja izražanja z imunskim sistemom povezanih genov. 
Primerjava amplitude ter faze nihanja izražanja z imunskim sistemom povezanih genov v časovnem obdobju 
2–24 h med kontrolo (K) in kokulturo z bakterijskim sevom BJ17 in BJ23 ter statistična značilnost 
primerjave. Statistično značilne vrednosti so odebeljene. 








TLR-4, K:BJ17 0,03 0,56 -2,06 0,02 
TLR-4, K:BJ23 0,06 0,58 3,69 0,05 
IL-6R, K:BJ17 0,00 0,89 1,24 0,58 
IL-6R, K:BJ23 0,01 0,15 1,07 0,50 
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Slika 19: Relativna količina mRNA imunskih genov Tlr-4 in Il-6r v odvisnosti od časa (2–24 h). 
Primerjamo kontrolo brez bakterij (črna) s kokulturnim sistemom enega izmed bakterijskih sevov BJ17 ali 
BJ23 (rdeča).Podatki so normalizirani in obdelani z neparametričnim statističnim testom COSINOR s fiksno 
periodo 24 ur. Prikazani so vsi rezultati (točke), povprečne vrednosti ponovitev (krivulje) in intervali 
zaupanja (obarvana območja) dveh bioloških ponovitev s tremi tehničnimi ponovitvami. 
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Slika 20: Relativna količina mRNA gena Il-6r v odvisnosti od časa (24–72 h). Podatki so normalizirani, 
bel kvadratek predstavlja kokulturo z bakterijskim sevom BJ17, črn krogec predstavlja kontrolo in siv 
trikotnik kokulturo z bakterijskim sevom BJ23. Prikazane so povprečne vrednosti dveh bioloških in treh 
tehničnih ponovitev. Statistična značilnost primerjave med kontrolo in kokulturnim sistemom je označena 
(ns P > 0,05, * P ≤ 0,05, ** P ≤ 0,01, *** P ≤ 0,001 in **** P ≤ 0,0001). 
 
4.7 VPLIV IZBRANIH BAKTERIJSKIH SEVOV NA KONCENTRACIJO 
CITOKINOV V GOJIŠČU 
 
Vpliv mikrobiote na izražanje z imunskim sistemom povezanih genov smo preverili tudi na 
nivoju proteinov, in sicer smo se osredotočili na citokine, ki so jih celice HepG2 izločale v 
gojišče. Izbrali smo le nekaj časovnih točk; 2 h, 24 h, 48 h in 72 h po inkubaciji s 
predstavnikoma mikrobiote. Koncentracijo citokinov smo določili s komercialno 
dostopnim kompletom LEGENDplex™ (BioLegend) na pretočnem citometru FASC Canto 
II System (BD Biosciences). Izbrali smo nabor imunskih testov Inflammation Panel 1 in 
rezultate obdelali s programsko opremo LEGENDplex™. Iz preglednice 17 je razvidno, da 
so koncentracije citokinov zelo nizke, rahlo višje vrednosti so le pri kontroli, ki ni bila v 
stiku z bakterijami v točki 72 h.  
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Preglednica 17: Rezultati analize citokinov z imunskimi testi LEGENDplex™ (Pre-defined Human 



















t=2, BJ17 <1,03 <1,25 <1,49 <1,64 <1,41 <0,96 <0,97 <1,03 
t=2, BJ23 <1,03 <1,25 <1,49 <1,64 <1,41 <0,96 <0,97 <1,03 
t=2, kontrola 1,14 <1,25 <1,49 <1,64 <1,41 <0,96 <0,97 <1,03 
t=24, BJ17 <1,03 <1,25 <1,49 <1,64 <1,41 <0,96 <0,97 <1,03 
t=24, BJ23 <1,03 <1,25 <1,49 <1,64 <1,41 <0,96 <0,97 <1,03 
t=24, kontrola <1,03 <1,25 <1,49 <1,64 <1,41 <0,96 <0,97 <1,03 
t=48, BJ17 <1,03 <1,25 <1,49 <1,64 <1,41 <0,96 <0,97 <1,03 
t=48, BJ23 <1,03 <1,25 <1,49 <1,64 <1,41 <0,96 <0,97 <1,03 
t=48, kontrola <1,03 <1,25 <1,49 <1,64 <1,41 <0,96 <0,97 <1,03 
t=72, BJ17 <1,03 <1,25 <1,49 <1,64 <1,41 <0,96 <0,97 <1,03 
t=72, BJ23 <1,03 <1,25 <1,49 <1,64 <1,41 <0,96 <0,97 <1,03 
t=72, kontrola 1,16 2,1 1,53 <1,64 2,54 1,04 <0,97 <1,03 
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Cirkadiana ura je mehanizem, ki preko regulacije številnih fizioloških, metabolnih in 
vedenjskih procesov organizmom omogoča vzpostavljanje homeostaze v spremenljivem 
okolju. Svetloba, glavni sledilec časa, umesti organizem v dnevno-nočni cikel in preko 
osrednje cirkadiane ure sinhronizira periferne ure. Na cirkadiane ritme perifernih celic, tkiv 
in organov vplivajo drugi sledilci časa; prehranjevanje, ritem spanja in budnosti, telesna 
temperatura itd. Čas prehranjevanja in sestava diete pripomoreta k dnevnem nihanju 
sestave in funkcije črevesne mikrobiote (Leone in sod., 2015; Thaiss in sod., 2015), ki je še 
posebej pomembna za ohranjanje metabolne homeostaze gostitelja (Reinke in Asher, 
2019). Sprememba cirkadianega ritma črevesne mikrobiote se odraža v nihanju produkcije 
metabolitov, kar številne študije povezujejo z motnjami gostiteljevega cirkadianega ritma 
(Thaiss in sod., 2016a; Gong in sod., 2018; Parkar in sod., 2019) in vplivom na imunski 
sistem (Thaiss in sod., 2016b). Dokazano je tudi, da odsotnost mikrobiote v gnotobiotskih 
miših močno spremeni cirkadiane ritme gostitelja in posledično metabolizem (Leone in 
sod., 2015; Weger in sod., 2019). 
 
Iskanje razlogov zaradi katerih pride do motenj cirkadiane ure gostitelja je aktualna tema, 
ki zahteva inovativne pristope k reševanju problema. V literaturi večinoma preiskujejo 
vpliv celotne mikrobiote na cirkadiano uro, mi pa smo se v magistrski nalogi zaradi 
genetske pestrosti znotraj vrste, zgodnje kolonizacije črevesja in dolge zgodovine raziskav 
osredotočili na predstavnico mikrobiote bakterijo E. coli. Želeli smo dokazati, da ima pri 
stopnji vpliva na cirkadiano uro ter imunski sistem evkariontskih celic pomembno vlogo 
število zapisov za virulentne in z virulenco povezane dejavnike (glej zastavljeni hipotezi v 
podpoglavju 1.3). Med vzorci izoliranimi iz blata zdravih posameznikov smo izbrali dva 
seva bakterijske vrste E. coli, BJ17 in BJ23 (za nabor lastnosti glej preglednico 4) ter 
preverili, kako njuna prisotnost na molekularni ravni vpliva na izražanje glavnih 
cirkadianih in izbranih imunskih genov človeške jetrne celične linije HepG2. 
 
Statistična analiza podatkov prvih 24 ur (preglednica 15) po inkubaciji v kokulturi je 
pokazala povezavo med številom zapisov za virulentne in z virulenco povezane dejavnike 
ter stopnjo vpliva na cirkadiano uro le pri genih transkripcijskih aktivatorjev CLOCK in 
BMAL1 (slika 15), ki se izražata v večji meri, in genu represorja CRY2 (slika 17), ki se 
izraža v manjši meri ob prisotnosti bakterijskega seva BJ23. Pri vseh ostalih cirkadianih 
genih je bil vpliv: 1) večji v kokulturi z bakterijskim sevom BJ17 (gen transkripcijskega 
represorja PER2, slika 16), 2) podoben v obeh kokulturah (gen tranksipcijskega represorja 
PER1, slika 16) ali 3) razlike niso bile statistično značilne (gena transkripcijskih 
represorjev PER3, slika 16 in CRY1, slika 17). Tudi zamik faze ni pokazal omenjene 
povezave. Do statistično značilnega zamika faze je prišlo pri genih represorjev PER2 (v 
obeh kokulturah, slika 16), PER3 in CRY2 (samo v kokulturi z bakterijskim sevom BJ17, 
slika 16 in 17). Če povzamemo rezultate, pri katerih smo opazili razlike med sevoma; 
zamik amplitude v nihanju izražanja pri genih aktivatorjev CLOCK in BMAL1 ter genu 
represorja CRY2 povzroči prisotnost seva BJ23, pri genu represorja PER2 pa prisotnost 
seva BJ17. Zamik faze nihanja je izrazit zgolj v kokulturi z bakterijskim sevom BJ17, in 
sicer pri genih represorjev PER3 in CRY2. 
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Precej drugačno je stanje po 72-ih urah (slika 18). Povezava med številom virulentnih 
dejavnikov in stopnjo vpliva na cirkadiano uro je očitna. Vsi testirani geni, razen genov za 
BMAL1 in PER3, se ob prisotnosti bakterijskega seva BJ23 z večjim številom zapisov za 
virulentne in z virulenco povezane dejavnike izražajo v manjši meri. Tudi v kokulturi z 
bakterijskim sevom BJ17 z manjšim številom zapisov za virulentne in z virulenco 
povezane dejavnike, je prišlo do statistično značilnih razlik v primerjavi s kontrolo brez 
bakterij (gena transkripcijskih represorjev PER1 in PER2), v splošnem pa je amplituda 
nihanja izražanja glavnih cirkadianih genov ob prisotnosti seva BJ17 podobna kontroli. 
 
Glede na to, da E. coli uvrščamo med po Gramu negativne bakterije, vpliv na cirkadiano 
uro lahko povežemo s prisotnostjo LPS. Vpliv čistega LPS in drugih PAMP na cirkadiani 
ritem evkariontskih celic je bil že večkrat potrjen (Paladino in sod., 2010; Shimizu in sod., 
2017; Silver, 2017; Cissé in sod., 2018), medtem ko povezava med vplivom na cirkadiano 
uro in številom virulentnih in z virulenco povezanih dejavnikov še ni bila opisana. 
Sklepamo, da ima bakterijski sev s številnimi virulentnimi dejavniki, BJ23, boljši 
potencial, da se v gostitelju namnoži in pripomore k večji dozi LPS ter drugih PAMP v 
času 4-urne inkubacije v kokulturnem sistemu. 
 
Kljub temu v prvih 24-ih urah vpliv bakterijskega seva BJ17 na cirkadiano uro ni 
zanemarljiv. Dejstvo je, da imamo o bakterijskih sevih zgolj podatke o najpogosteje 
testiranih genih za virulentne in z virulenco povezane dejavnike. Večjo stopnjo virulence 
bakterijskega seva BJ23 potrjujejo rezultati testa apoptoze in nekroze (glej sliko 14), zato 
sklepamo, da nam tudi omejen nabor testiranih zapisov za virulentne in z virulenco 
povezane dejavnike omogoča precej dober vpogled v stopnjo virulence izbranih 
bakterijskih sevov. Po 4-urni inkubaciji so bile celice HepG2 v kokulturi z bolj virulentnim 
sevom BJ23 namreč v večji meri apoptotične in nekrotične, kot tiste v kokulturi s sevom 
BJ17. Kljub temu, da smo pričakovali opazne razlike v nihanju glavnih cirkadianih genih 
med kokulturama tekom celotnega poteka poskusa lahko odstopanja pojasnimo s 
spremenjenim izražanjem glavnih cirkadianih genov v apoptotičnih celicah (Chu in sod., 
2011), saj so bile celice HepG2 prav v obdobju prvih 24-ih ur v najslabšem stanju. 
 
V drugem delu magistrske naloge smo preverili ali bakterijska seva BJ17 in BJ23 različno 
vplivata na izražanje genov, povezanih s prirojenim imunskim sistemom, glede na število 
virulentnih in z virulenco povezanih dejavnikov. Z analizo qPCR smo testirali prisotnost 
mRNA genov za TLR-4, citokina TNF ter IFNγ in citokinskega receptorja IL-6R. 
Relativno izražanje mRNA je bilo zelo nizko. Po prvih 24-ih urah je bila mRNA genov za 
TNF ter IFNγ v vseh vzorcih pod mejo detekcije, zato smo ta dva gena izključili iz analize 
in nadaljevali samo z genoma za TLR-4 in IL-6R. Po statistični analizi prvih 24 ur 
(preglednica 16) se amplituda nihanja izražanja mRNA genov za IL-6R ter TLR-4 med 
kokulturnima sistemoma in kontrolo ni razlikovala, v obeh kokulturnih sistemih je prišlo 
do zamika faze nihanja izražanja gena za TLR-4 (slika 19). Prisotnost bolj virulentnega 
bakterijskega seva BJ23 je povzročil napredovanje faze in BJ17 zakasnitev faze. Na 
podlagi teh rezultatov ne moremo potrditi, da stopnja virulence posameznega seva igra 
vlogo pri različni stopnji vpliva na imunski sistem. Tudi stanje po 72-ih urah nam ni 
podalo odgovora na naše vprašanje. Zaradi nizke ekspresije mRNA smo nadaljnjo analizo 
lahko izvedli le pri genu za IL-6R. Do statistično značilne razlike v stopnji izražanja gena 
za IL-6R je prišlo v obeh kokulturah, tako z BJ17 kot z BJ23 (slika 20). 
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Vpogled v aktivacijo prirojenega imunskega sistema ob prisotnosti bakterijskih sevov BJ17 
in BJ23 je bil zaradi nizkega izražanja testiranih genov precej okrnjen, kar pa v izbranem 
modelu jetrne celične linije HepG2 ni nepričakovano. Stalna prisotnost antigenov in 
mikrobnih produktov v krvi, ki jo portalna vena pripelje do jeter, bi ob običajnem 
delovanju imunskega sistema pomenila kronično vnetje. V izogib temu se je v jetrih razvila 
določena stopnja tolerance, zaradi katere bakterijski PAMP ne izzovejo burnega 
imunskega odziva (Crispe, 2009). Pomembno je omeniti, da so hepatocite sicer sposobne 
produkcije nekaterih citokinov (Zhou in sod., 2016) in PRR (Mencin in sod., 2009), vendar 
v manjši meri kot drugi tipi celic, ki jih najdemo v jetrih (npr. Kupfferjeve celice). 
Omenjene lastnosti jeter oziroma hepatocit se odražajo tudi na rezultatih našega poskusa. 
V preglednici 17 so zbrane koncentracije citokinov v gojišču, ki so v vseh časovnih točkah 
nizke in se ne razlikujejo med kokulturama stimuliranima z bakterijskima sevoma, 
minimalna odstopanja so le pri kontroli brez bakterij. V literaturi opisujejo vplive 
imunskega odziva na cirkadiano uro po stimulaciji z LPS predvsem preko TNF-α in drugih 
citokinov (Paladino in sod., 2010; Curtis in sod., 2014; Shimizu in sod., 2017), kar na 
našem modelu nismo uspeli dokazati. 
 
Raziskave o vplivu bakterij na cirkadiano uro gostitelja ter aktivaciji imunskega sistema so 
v literaturi večinoma omejene na prisotnost čistega LPS ter posrednega vpliva črevesne 
mikrobiote preko mikrobnih metabolitov. Številne druge lastnosti bakterij, ki bi lahko 
pripomogle k zamiku cirkadianega ritma, ostajajo neraziskane. Bakterijski sevi črevesne 
mikrobiote, ki bi se izkazali za najbolj varne in učinkovite bi bili lahko osnova za 
probiotike. Sodoben način življenja (pogosti prekooceanski leti, izmensko delo, 
prehranjevanje ob poznih urah, itd.) pogosto vodi v motnje cirkadianega ritma, ki bi jih z 
uporabo probiotikov omilili (Parkar in sod., 2019). Izjemno širok nabor procesov pod 
cirkadiano kontrolo ponuja številne možnosti njihove regulacije preko vpliva na cirkadiano 
uro. Represor PER2 na primer igra pomembno vlogo pri preprečevanju razvoja raka (Fu in 
sod., 2002; Yang in sod., 2009); v rakavih tkivih je njegovo izražanje utišano oziroma 
zmanjšano.  
 
Za boljše razumevanje povezave med številom virulentnih in z virulenco povezanih 
dejavnikov ter vplivom na cirkadiano uro in imunski sistem so potrebne nadaljnje 
raziskave. V naši raziskavi smo potrdili hipotezo, da bakterijski sev z večjim številom 
virulentnih in z virulenco povezanih dejavnikov močneje vpliva na cirkadiano uro 
evkariontske gostiteljske celice. Druge hipoteze, da bakterijski sev z večjim številom 
virulentnih in z virulenco povezanih dejavnikov močneje izzove imunski sistem, nismo 
potrdili. V nadaljnjih študijah bi bilo tako potrebno vključiti večje število predstavnikov 
mikrobiote, kontrolne bakterijske seve z znanim celotnim genomom in preizkusiti 
delovanje najpogostejših virulentnih in z virulenco povezanih dejavnikov na cirkadiano uro 
in imunski sistem. Osredotočili bi se lahko na mehanizem delovanja, ki bakterijam 
omogoča zamik cirkadianega ritma in preverili ali se bakterijski sevi adhezirajo na 
evkariontske celice. Prav tako, bi raziskavo lahko razširili na druge celične linije, ki bi bile 
bolj primerne za študijo imunskega odziva ali celo na laboratorijske živali, kjer bi lahko 
spremljali različne periferne cirkadiane ure in SCN. Vpliv na cirkadiano uro preko 
imunskega sistema bi lahko naknadno preverili na celični liniji, ki ne bi proizvajala 
določene komponente imunskega sistema (npr. citokina TNF-α). 
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Namen magistrske naloge je bil preučiti vpliv E. coli iz črevesne mikrobiote, in sicer dveh 
sevov z različnim številom zapisov za virulentne in z virulenco povezane dejavnike, na 
cirkadiano uro in imunski sistem izbranega modela sesalske jetrne celične linije HepG2. 
Na podlagi rezultatov lahko zaključimo: 
 
- da so rastne krivulje obeh uporabljenih bakterijskih sevov primerljive, 
 
- da sinhronizacija celične linije HepG2 s 100 nm deksametazonom ne vpliva na 
celični cikel, 
 
- da je vzpostavljen kokulturni sistem stabilen 4 ure, 
 
- da 4-urna inkubacija v kokulturi ne povzroča trajnih posledic na viabilnosti celične 
linije HepG2, 
 
- da bolj virulenten bakterijski sev BJ23 močneje vpliva na cirkadiano uro modela 
HepG2, 
 
- da število genskih zapisov za virulentne in z virulenco povezane dejavnike v 
izbranem modelu HepG2 ne vpliva na stopnjo aktivacije imunskega sistema. 
 
Z opisanimi rezultati smo potrdili eno od dveh zastavljenih hipotez. Za potrditev hipoteze o 
imunskem odzivu bi morali poskus izvesti na celični liniji, ki je bolj občutljiva za 
prisotnost tujkov in posledično tvori močnejši imunski odziv. 
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Cirkadiana ura v organizmih poganja endogeni ritem, neodvisno od zunanjih dejavnikov in 
ima sposobnost, da v skladu z zunanjimi dražljaji preko sledilcev časa ponastavi ritem ter 
omogoči usklajeno delovanje organizma s spreminjajočim se zunanjim okoljem. Motnje 
cirkadianega ritma pripomorejo k razvoju številnih obolenj, zato je veliko raziskav 
usmerjenih v iskanje razlogov zakaj prihaja do motenj. Vedno več raziskav motnje 
cirkadianega ritma povezuje s stanjem črevesne mikrobiote, ki preko tesne povezave z 
gostiteljevim metabolizmom in imunskim sistemom pomembno pripomore k homeostazi 
organizma. V literaturi vpliv črevesne mikrobiote na cirkadiano uro gostitelja najpogosteje 
povezujejo s spremembami v njeni sestavi in funkciji ter produkcijo mikrobnih 
metabolitov. 
 
V magistrski nalogi smo želeli preveriti ali število genskih zapisov za virulentne in z 
virulenco povezane dejavnike predstavnika črevesne mikrobiote, bakterije E. coli, vpliva 
na cirkadiano uro in imunski sistem sesalskih celic HepG2. 
 
Najprej smo dokazali, da imata izbrana bakterijska seva E. coli primerljive rastne krivulje 
in s tem izključili možnost vpliva na cirkadiano uro in imunski sistem evkariontske celice 
zgolj zaradi različne bakterijske rasti ter vzpostavili sistem natančnega določanja CFU/ml 
bakterij glede na OD600.  
 
Za relevantne rezultate cirkadianih poskusov je sinhronizacije celične linije nujna. Izbrali 
smo metodo sinhronizacije s 100 nm deksametatonom in s testom na pretočnem citometru 
zagotovili, da ne vpliva na celični cikel celic HepG2. 
 
Z zbranimi rezultati smo se lotili vzpostavitve kokulturnega sistema s človeškimi jetrnimi 
celicami HepG2 in bakterijami E. coli (MOI 0,005). Na podlagi meritev luminiscence 
celične linije HepG2 Per2-dluc smo za optimalen čas inkubacije kokulture določili 4 ure. 
Bakterije smo po inkubaciji odstranili in 72 ur vzorčili celice HepG2, izolirali mRNA, 
odstranili morebitno DNA, prepisali mRNA v cDNA in z analizo qPCR preverili nivo 
izražanja cirkadianih (Clock, Bmal1, Per1, Per2, Per3, Cry1 in Cry2) in imunskih genov 
(Ifn-γ, Tnf, Tlr-4 in Il-6r). Viabilnost celic HepG2 v času vzorčenja smo ugotavljali s 
testom apoptoze in nekroze na pretočnem citometru, ki je pokazal, da so celice HepG2 v 
kokulturi z bakterijskim sevom BJ23 takoj po spiranju v večji meri apoptotične in 
nekrotične kot celice v kokulturi s sevom BJ17, vendar se po začetnem šoku stanje 
normalizira.  
 
Statistična obdelava rezultatov analize qPCR je pokazala, da po prvih 24-ih urah od 
inkubacije v kokulturi ni opaziti trenda, da bi bakterijski sev z večjim naborom virulentnih 
dejavnikov bolj vplival na izražanje glavnih genov cirkadiane ure. Trend se pokaže šele po 
72-ih urah od inkubacije v kokulturi. Celice HepG2, ki so bile v kokulturi z bolj 
virulentnim sevom BJ23 imajo v primerjavi s kontrolo brez bakterij precej nižji nivo 
izražanja mRNA vseh glavnih cikadianih genov. Celice HepG2, ki so bile v kokulturi z 
manj virulentnim sevom BJ17 pa imajo nivo izražanja bolj podoben kontroli. Iz analize 
izražanja genov povezanih z imunskim sistemom smo morali zaradi nizkega nivoja 
izražanja izločiti gena za IFN-γ in TNF, precej slabo pa sta bila izražena tudi gena za TLR-
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4 in IL-6R. Povezave med številom virulentnih in z virulenco povezanih dejavnikov 
posameznega seva in stopnjo aktivacije imunskega sistema nismo opazili. Preverili smo 
tudi nivo citokinov v gojišču, vendar so bile koncentracije zelo nizke, kar je skladno z 
rezultati analize qPCR, aktivacija imunskega sistema je bila v izbranem modelu jetrne 
celične linije precej slaba. 
 
Pokazali smo, da bakterijski sev z večjim številom virulentnih in z virulenco povezanih 
dejavnikov, BJ23, močneje vpliva na cirkadiano uro, za študijo vpliva na imunski sistem 
pa bi morali izbrati bolj občutljivo celično linijo. Globje razumevanje načinov, kako 
črevesna mikrobiota s svojo prisotnostjo ali posredno vpliva na cirkadiano uro in imunski 
sistem gostitelja, bo pripomoglo k zagotavljanju homeostaze v našem telesu kljub 
modernemu načinu življenja, ki marsikomu onemogoča vzpostavitev dnevne rutine. 
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PRILOGE 
 
Priloga A: Podatki za pripravo rastnih krivulj bakterijskih sevov.  
 
V preglednici so zbrane vrednosti treh bioloških ponovitev, kot dodatek k grafičnemu 




Čas CFU/ml OD600 
BJ17 
0 7,16E+06 1,62E+07 1,55E+07 0,04 0,05 0,05 
1 1,24E+07 1,41E+07 1,22E+07 0,07 0,10 0,10 
2 1,38E+07 2,57E+07 2,68E+07 0,24 0,31 0,31 
3 2,41E+08 1,50E+08 2,65E+08 0,60 0,72 0,71 
4 5,25E+08 5,70E+08 8,35E+08 0,96 1,01 0,99 
5 6,33E+08 1,21E+09 1,02E+09 1,16 1,19 1,18 
6 8,26E+08 1,04E+09 9,50E+08 1,25 1,29 1,27 
7 1,09E+08 1,06E+09 1,95E+09 1,34 1,36 1,34 
BJ23 
0 6,99E+06 8,40E+06 9,30E+06 0,03 0,04 0,04 
1 7,35E+06 1,70E+07 1,20E+07 0,04 0,07 0,07 
2 2,40E+07 7,20E+07 5,10E+07 0,14 0,22 0,22 
3 1,07E+08 1,99E+08 2,78E+08 0,37 0,60 0,58 
4 3,92E+08 8,30E+08 6,60E+08 0,80 0,94 0,93 
5 1,05E+09 1,15E+09 1,08E+09 1,04 1,08 1,08 
6 1,14E+09 1,79E+09 1,10E+09 1,11 1,17 1,14 
7 1,17E+09 1,27E+09 1,17E+09 1,17 1,23 1,23 
 
 
Priloga B: Odstotki celic v različnih fazah celičnega cikla. 
 
V preglednici so zbrane vrednosti dveh bioloških ponovitev, kot dodatek k grafičnemu 
prikazu na sliki 11. 
 
Pogoj Faza G0/G1 Faza S Faza G2/M 
Netretirane 
celice 
80,6 80,1 6,9 7,2 12,9 12,3 
Sinhronizirane 
celice 
77,7 78,2 7,2 7,8 14,3 13,6 
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Priloga C: Test apoptoze in nekroze 
 
V preglednici so zbrane vrednosti povprečij dveh bioloških ponovitev testa apoptoze in 
















0 1,85 11,45 1,15 85,50 
24 1,80 14,65 1,05 82,50 
48 2,40 8,15 2,10 87,35 
72 3,65 17,35 5,75 73,30 
BJ23 
0 13,50 32,60 5,25 48,65 
24 2,00 11,15 2,00 84,80 
48 4,05 5,50 1,60 88,90 
72 3,10 9,20 10,60 77,10 
Kontrola brez 
bakterij 
0 7,85 11,55 0,80 79,80 
24 1,20 13,00 1,50 84,30 
48 4,60 4,80 1,55 89,05 
72 10,25 19,20 8,30 62,25 
 
  
Žužek Z. Odziv imunskega sistema na izbrane seve bakterije E. coli in vpliv na cirkadiano uro.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020  
 
   
Priloga D1: Rezultati qPCR analize izražanja gena Clock in statistična analiza. 
 
V preglednici so zbrani rezultati qPCR in vmesne vrednosti statistične analize za gen 
Clock, kot dodatek k grafičnemu prikazu na slikah 15 in 18. Skladno s stopnjo 
učinkovitosti prileganja začetnih oligonukleotidov 1,82, smo popravili vrednosti CT. 
Količino mRNA smo normalizirali z normalizacijskim faktorjem (NF), ki je bil izračunan 











ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=2 Kontrola 1 28,6 3,6E-08 0,29 0,71 0,41 
 Kontrola 2 27,6 6,80E-08 0,55 1,16 0,47 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,2 8,59E-08 0,69 2,07 0,33 
 Kokultura z 
BJ17 2 
26,9 1,01E-07 0,81 0,85 0,95 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,1 4,80E-08 0,38 0,96 0,40 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,4 4,20E-08 0,34 0,85 0,40 
t=4 Kontrola 1 27,9 5,66E-08 0,45 1,31 0,35 
 Kontrola 2 27,6 6,63E-08 0,53 1,36 0,39 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,0 9,30E-08 0,75 2,20 0,34 
 Kokultura z 
BJ17 2 
26,9 9,88E-08 0,79 1,38 0,57 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,0 5,37E-08 0,43 0,07 6,40 
 Kokultura z 
BJ23 2 
27,3 8,16E-08 0,65 1,45 0,45 
t=6 Kontrola 1 27,3 8,13E-08 0,65 1,67 0,39 
 Kontrola 2 28,3 4,30E-08 0,35 0,80 0,43 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,6 6,76E-08 0,54 1,45 0,37 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,5 3,88E-08 0,31 0,78 0,40 
 Kokultura z 
BJ23 1 
27,1 8,81E-08 0,71 1,55 0,46 
 Kokultura z 
BJ23 2 
26,9 1,03E-07 0,83 2,63 0,31 
t=8 Kontrola 1 27,1 8,81E-08 0,71 1,31 0,54 
 Kontrola 2 27,1 9,07E-08 0,73 2,20 0,33 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,3 7,83E-08 0,63 1,37 0,46 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,4 4,12E-08 0,33 0,89 0,37 
 Kokultura z 
BJ23 1 
27,3 7,79E-08 0,62 1,26 0,49 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,4 2,31E-08 0,18 0,52 0,36 
t=10 Kontrola 1 28,6 3,70E-08 0,30 0,56 0,53 
 Kontrola 2 28,8 3,30E-08 0,26 0,66 0,40 
se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=10 Kokultura z 
BJ17 1 
27,3 8,03E-08 0,64 1,88 0,34 
 Kokultura z 
BJ17 2 
27,3 7,94E-08 0,64 1,78 0,36 
 Kokultura z 
BJ23 1 
27,2 8,68E-08 0,70 1,82 0,38 
 Kokultura z 
BJ23 2 
27,7 6,13E-08 0,49 1,79 0,27 
t=12 Kontrola 1 27,3 7,96E-08 0,64 1,36 0,47 
 Kontrola 2 27,8 5,91E-08 0,47 1,61 0,29 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,7 3,44E-08 0,28 0,76 0,36 
 Kokultura z 
BJ17 2 
27,7 6,17E-08 0,49 1,23 0,40 
 Kokultura z 
BJ23 1 
27,3 7,73E-08 0,62 1,19 0,52 
 Kokultura z 
BJ23 2 
27,6 6,57E-08 0,53 1,16 0,45 
t=14 Kontrola 1 28,0 5,25E-08 0,42 0,97 0,43 
 Kontrola 2 27,8 5,87E-08 0,47 1,15 0,41 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,1 4,84E-08 0,39 1,04 0,37 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,3 4,28E-08 0,34 1,06 0,32 
 Kokultura z 
BJ23 1 
27,7 6,44E-08 0,52 1,32 0,39 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,5 3,79E-08 0,30 0,76 0,40 
t=16 Kontrola 1 30,1 1,46E-08 0,12 0,43 0,27 
 Kontrola 2 26,5 1,25E-07 1,00 2,50 0,40 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,2 8,39E-08 0,67 1,04 0,65 
 Kokultura z 
BJ17 2 
27,8 5,85E-08 0,47 0,78 0,60 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,2 4,69E-08 0,38 0,80 0,47 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,7 3,49E-08 0,28 0,34 0,81 
t=18 Kontrola 1 27,8 5,74E-08 0,46 0,60 0,76 
 Kontrola 2 28,6 3,67E-08 0,29 0,28 1,06 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,8 5,79E-08 0,46 1,12 0,42 
 Kokultura z 
BJ17 2 
27,8 5,94E-08 0,48 1,24 0,38 
 Kokultura z 
BJ23 1 
27,5 6,88E-08 0,55 1,12 0,49 
 Kokultura z 
BJ23 2 
27,8 5,83E-08 0,47 0,71 0,65 
t=20 Kontrola 1 27,1 8,81E-08 0,71 1,53 0,46 
 Kontrola 2 27,6 6,53E-08 0,52 1,33 0,39 
          se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=20 Kokultura z 
BJ17 1 
27,7 6,22E-08 0,50 1,23 0,41 
 
 Kokultura z 
BJ17 2 
27,8 5,93E-08 0,48 0,85 0,56 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,0 1,62E-08 0,00 0,43 0,00 
 Kokultura z 
BJ23 2 
27,8 5,88E-08 0,47 0,71 0,67 
t=22 Kontrola 1 27,5 6,94E-08 0,56 1,42 0,39 
 Kontrola 2 27,8 5,75E-08 0,46 1,08 0,43 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,8 5,76E-08 0,46 1,29 0,36 
 Kokultura z 
BJ17 2 
26,8 1,04E-07 0,84 3,08 0,27 
 Kokultura z 
BJ23 1 
27,5 6,84E-08 0,55 2,03 0,27 
 Kokultura z 
BJ23 2 
27,8 5,93E-08 0,48 1,43  
t=24 Kontrola 1 27,1 8,99E-08 0,72 2,59 0,28 
 Kontrola 2 31,3 7,05E-09 0,00 0,81 0,00 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,2 8,57E-08 0,69 2,38 0,29 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,3 2,43E-08 0,19 1,11  
 Kokultura z 
BJ23 1 
27,6 6,66E-08 0,53 2,31 0,23 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,6 3,59E-08 0,00 1,02 0,00 
t=48 Kontrola 1 28,0 5,23E-08 0,42 1,23 0,34 
 Kontrola 2 28,4 4,11E-08 0,33 1,12 0,29 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,7 6,38E-08 0,51 1,40 0,37 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,5 3,88E-08 0,31 1,03 0,30 
 Kokultura z 
BJ23 1 
27,6 6,72E-08 0,54 1,86 0,29 
 Kokultura z 
BJ23 2 
27,8 5,81E-08 0,47 1,48 0,32 
t=72 Kontrola 1 28,4 4,14E-08 0,33 0,18 1,83 
 Kontrola 2 29,9 1,63E-08 0,13 0,06 2,30 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,1 2,65E-08 0,21 0,08 2,57 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,5 3,97E-08 0,32 0,22 1,45 
 Kokultura z 
BJ23 1 
27,7 6,38E-08 0,51 1,34 0,38 
 Kokultura z 
BJ23 2 
27,2 8,27E-08 0,66 0,87 0,76 
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Priloga D2: Rezultati qPCR analize izražanja gena Bmal1 in statistična analiza. 
V preglednici so zbrani rezultati qPCR in vmesne vrednosti statistične analize za gen 
Bmal1, kot dodatek k grafičnemu prikazu na slikah 15 in 18. Skladno s stopnjo 
učinkovitosti prileganja začetnih oligonukleotidov 1,83, smo popravili vrednosti CT. 
Količino mRNA smo normalizirali z normalizacijskim faktorjem (NF), ki je bil izračunan 










ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=2 Kontrola 1 31,5 5,5E-09 0,13 0,71 0,18 
 Kontrola 2 30,1 1,3E-08 0,29 1,16 0,25 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,5 1,8E-08 0,42 2,07 0,20 
 Kokultura z 
BJ17 2 
31,9 4,2E-09 0,10 0,85 0,11 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,4 1,0E-08 0,24 0,96 0,25 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,0 7,4E-09 0,17 0,85 0,20 
t=4 Kontrola 1 30,1 1,2E-08 0,29 1,31 0,22 
 Kontrola 2 30,8 8,1E-09 0,19 1,36 0,14 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,9 1,4E-08 0,33 2,20 0,15 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,8 8,3E-09 0,19 1,38 0,14 
 Kokultura z 
BJ23 1 
31,8 4,4E-09 0,10 0,07 1,53 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,5 9,7E-09 0,23 1,45 0,16 
t=6 Kontrola 1 30,1 1,3E-08 0,30 1,67 0,18 
 Kontrola 2 31,2 6,4E-09 0,15 0,80 0,19 
 Kokultura z 
BJ17 1 
31,0 7,2E-09 0,17 1,45 0,11 
 Kokultura z 
BJ17 2 
31,7 4,7E-09 0,11 0,78 0,14 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,5 9,7E-09 0,23 1,55 0,15 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,7 1,6E-08 0,36 2,63 0,14 
t=8 Kontrola 1 30,3 1,1E-08 0,26 1,31 0,20 
 Kontrola 2 29,9 1,4E-08 0,32 2,20 0,15 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,1 1,3E-08 0,29 1,37 0,21 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,6 9,2E-09 0,21 0,89 0,24 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,8 8,1E-09 0,19 1,26 0,15 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,2 6,6E-09 0,15 0,52 0,29 
t=10 Kontrola 1 31,2 6,4E-09 0,15 0,56 0,26 
 Kontrola 2 30,6 9,5E-09 0,22 0,66 0,33 
          se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=10 Kokultura z 
BJ17 1 
30,0 1,3E-08 0,30 1,88 0,16 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,5 1,8E-08 0,43 1,78 0,24 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,1 1,3E-08 0,30 1,82 0,16 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,2 1,2E-08 0,27 1,79 0,15 
t=12 Kontrola 1 30,0 1,3E-08 0,31 1,36 0,23 
 Kontrola 2 30,7 8,6E-09 0,20 1,61 0,12 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,8 8,3E-09 0,19 0,76 0,26 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,6 9,4E-09 0,22 1,23 0,18 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,9 1,5E-08 0,34 1,19 0,29 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,7 8,7E-09 0,20 1,16 0,17 
t=14 Kontrola 1 31,0 7,1E-09 0,17 0,97 0,17 
 Kontrola 2 30,3 1,1E-08 0,26 1,15 0,23 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,4 1,1E-08 0,25 1,04 0,24 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,8 8,3E-09 0,19 1,06 0,18 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,1 1,3E-08 0,30 1,32 0,22 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,3 1,1E-08 0,26 0,76 0,34 
t=16 Kontrola 1 34,7 7,8E-10 0,02 0,43 0,04 
 Kontrola 2 29,9 1,4E-08 0,33 2,50 0,13 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,5 1,0E-08 0,23 1,04 0,22 
 Kokultura z 
BJ17 2 
31,4 5,8E-09 0,14 0,78 0,17 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,3 1,1E-08 0,27 0,80 0,33 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,1 6,7E-09 0,16 0,34 0,45 
t=18 Kontrola 1 30,3 1,1E-08 0,26 0,60 0,43 
 Kontrola 2 31,0 7,4E-09 0,17 0,28 0,62 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,9 1,4E-08 0,34 1,12 0,30 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,2 2,1E-08 0,50 1,24 0,40 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,5 1,8E-08 0,41 1,12 0,36 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,6 1,7E-08 0,40 0,71 0,56 
t=20 Kontrola 1 29,6 1,7E-08 0,41 1,53 0,27 
 Kontrola 2 30,0 1,4E-08 0,32 1,33 0,24 
          se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=20 Kokultura z 
BJ17 1 
30,5 1,0E-08 0,24 1,23 0,19 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,6 9,2E-09 0,21 0,85 0,25 
 Kokultura z 
BJ23 1 
32,6 2,7E-09 0,06 0,43 0,15 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,0 1,4E-08 0,32 0,71 0,45 
t=22 Kontrola 1 30,7 8,8E-09 0,21 1,42 0,14 
 Kontrola 2 30,5 9,6E-09 0,22 1,08 0,21 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,3 1,1E-08 0,26 1,29 0,20 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,3 2,1E-08 0,48 3,08 0,16 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,1 1,2E-08 0,29 2,03 0,14 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,2 1,2E-08 0,28 1,43 0,20 
t=24 Kontrola 1 29,7 1,6E-08 0,36 2,59 0,14 
 Kontrola 2 31,8 4,6E-09 0,11 0,81 0,13 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,3 2,0E-08 0,46 2,38 0,19 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,5 1,0E-08 0,24 1,11 0,21 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,1 1,2E-08 0,29 2,31 0,13 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,3 6,2E-09 0,14 1,02 0,14 
t=48 Kontrola 1 29,5 1,8E-08 0,42 1,23 0,34 
 Kontrola 2 29,6 1,7E-08 0,40 1,12 0,35 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,6 1,8E-08 0,41 1,40 0,29 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,0 2,4E-08 0,55 1,03 0,54 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,8 2,7E-08 0,64 1,86 0,34 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,5 1,8E-08 0,41 1,48 0,28 
t=72 Kontrola 1 29,7 1,6E-08 0,38 0,18 2,09 
 Kontrola 2 32,4 3,1E-09 0,07 0,06 1,27 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,9 7,7E-09 0,18 0,08 2,16 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,2 1,2E-08 0,28 0,22 1,29 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,1 4,3E-08 1,00 1,34 0,75 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,1 4,2E-08 0,98 0,87 1,13 
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Priloga D3: Rezultati qPCR analize izražanja gena Per1 in statistična analiza. 
V preglednici so zbrani rezultati qPCR in vmesne vrednosti statistične analize za gen Per1, 
kot dodatek k grafičnemu prikazu na slikah 16 in 18. Skladno s stopnjo učinkovitosti 
prileganja začetnih oligonukleotidov 1,87, smo popravili vrednosti CT. Količino mRNA 
smo normalizirali z normalizacijskim faktorjem (NF), ki je bil izračunan na podlagi 










ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=2 Kontrola 1 30,5 5,2E-09 1,61E-03 0,71 2,28E-03 
 Kontrola 2 29,7 8,7E-09 2,71E-03 1,16 2,34E-03 
 Kokultura z 
BJ17 1 29,3 1,1E-08 3,39E-03 2,07 1,64E-03 
 Kokultura z 
BJ17 2 30,7 4,6E-09 1,44E-03 0,85 1,69E-03 
 Kokultura z 
BJ23 1 29,4 1,0E-08 3,12E-03 0,96 3,25E-03 
 Kokultura z 
BJ23 2 30,1 6,6E-09 0,00E+00 0,85  
t=4 Kontrola 1 29,6 9,1E-09 2,84E-03 1,31 2,17E-03 
 Kontrola 2 29,8 8,0E-09 2,50E-03 1,36 1,84E-03 
 Kokultura z 
BJ17 1 28,7 1,6E-08 4,91E-03 2,20 2,23E-03 
 Kokultura z 
BJ17 2 29,7 8,6E-09 2,69E-03 1,38 1,95E-03 
 Kokultura z 
BJ23 1 29,9 7,5E-09 2,33E-03 0,07 3,46E-02 
 Kokultura z 
BJ23 2 29,8 8,0E-09 2,48E-03 1,45 1,71E-03 
t=6 Kontrola 1 29,5 9,4E-09 2,93E-03 1,67 1,75E-03 
 Kontrola 2 30,6 4,7E-09 1,47E-03 0,80 1,83E-03 
 Kokultura z 
BJ17 1 29,9 7,6E-09 2,37E-03 1,45 1,63E-03 
 Kokultura z 
BJ17 2 29,6 8,8E-09 2,75E-03 0,78 3,51E-03 
 Kokultura z 
BJ23 1 29,2 1,1E-08 3,51E-03 1,55 2,27E-03 
 Kokultura z 
BJ23 2 29,1 1,2E-08 3,73E-03 2,63 1,42E-03 
t=8 Kontrola 1 29,4 1,0E-08 3,25E-03 1,31 2,49E-03 
 Kontrola 2 28,7 1,6E-08 5,00E-03 2,20 2,27E-03 
 Kokultura z 
BJ17 1 30,2 6,2E-09 1,93E-03 1,37 1,41E-03 
 Kokultura z 
BJ17 2 29,6 8,8E-09 2,75E-03 0,89 3,10E-03 
 Kokultura z 
BJ23 1 29,6 8,7E-09 2,72E-03 1,26 2,15E-03 
 Kokultura z 
BJ23 2 31,1 3,5E-09 1,09E-03 0,52 2,11E-03 
t=10 Kontrola 1 31,0 3,6E-09 1,13E-03 0,56 2,01E-03 
 Kontrola 2 30,4 5,3E-09 1,66E-03 0,66 2,50E-03 
          se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=10 Kokultura z 
BJ17 1 29,2 1,2E-08 3,60E-03 1,88 1,91E-03 
 Kokultura z 
BJ17 2 29,6 9,1E-09 2,83E-03 1,78 1,59E-03 
 Kokultura z 
BJ23 1 29,5 9,7E-09 3,02E-03 1,82 1,66E-03 
 Kokultura z 
BJ23 2 29,8 8,1E-09 2,52E-03 1,79 1,41E-03 
t=12 Kontrola 1 29,8 7,8E-09 2,45E-03 1,36 1,80E-03 
 Kontrola 2 29,9 7,3E-09 2,28E-03 1,61 1,42E-03 
 Kokultura z 
BJ17 1 30,8 4,3E-09 1,36E-03 0,76 1,79E-03 
 Kokultura z 
BJ17 2 30,5 5,2E-09 1,61E-03 1,23 1,31E-03 
 Kokultura z 
BJ23 1 29,9 7,3E-09 2,27E-03 1,19 1,91E-03 
 Kokultura z 
BJ23 2 29,6 8,9E-09 2,78E-03 1,16 2,40E-03 
t=14 Kontrola 1 30,0 6,9E-09 2,15E-03 0,97 2,22E-03 
 Kontrola 2 29,9 7,6E-09 2,36E-03 1,15 2,05E-03 
 Kokultura z 
BJ17 1 30,3 5,9E-09 1,83E-03 1,04 1,76E-03 
 Kokultura z 
BJ17 2 30,4 5,3E-09 1,66E-03 1,06 1,56E-03 
 Kokultura z 
BJ23 1 29,8 8,0E-09 2,49E-03 1,32 1,89E-03 
 Kokultura z 
BJ23 2 31,1 3,4E-09 1,07E-03 0,76 1,40E-03 
t=16 Kontrola 1 31,7 2,4E-09 0,00E+00 0,43  
 Kontrola 2 29,3 1,1E-08 3,42E-03 2,50 1,37E-03 
 Kokultura z 
BJ17 1 30,9 3,9E-09 1,22E-03 1,04 1,18E-03 
 Kokultura z 
BJ17 2 30,8 4,2E-09 1,32E-03 0,78 1,69E-03 
 Kokultura z 
BJ23 1 31,9 2,2E-09 6,82E-04 0,80 8,50E-04 
 Kokultura z 
BJ23 2 31,7 2,4E-09 7,40E-04 0,34 2,15E-03 
t=18 Kontrola 1 21,7 1,2E-06 3,85E-01 0,60 6,40E-01 
 Kontrola 2 22,1 9,8E-07 3,06E-01 0,28 1,10E+00 
 Kokultura z 
BJ17 1 20,8 2,2E-06 6,94E-01 1,12 6,21E-01 
 Kokultura z 
BJ17 2 20,8 2,3E-06 7,06E-01 1,24 5,69E-01 
 Kokultura z 
BJ23 1 20,8 2,2E-06 6,96E-01 1,12 6,20E-01 
 Kokultura z 
BJ23 2 21,4 1,6E-06 4,88E-01 0,71 6,83E-01 
t=20 Kontrola 1 20,2 3,2E-06 1,00E+00 1,53 6,56E-01 
 Kontrola 2 30,7 4,6E-09 1,43E-03 1,33 1,07E-03 
          se nadaljuje… 
Žužek Z. Odziv imunskega sistema na izbrane seve bakterije E. coli in vpliv na cirkadiano uro.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020  
 
   











2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=20 Kokultura z 
BJ17 1 30,5 5,3E-09 1,64E-03 1,23 1,33E-03 
 Kokultura z 
BJ17 2 31,1 3,4E-09 1,07E-03 0,85 1,25E-03 
 Kokultura z 
BJ23 1 31,1 3,4E-09 0,00E+00 0,43  
 Kokultura z 
BJ23 2 31,4 2,9E-09 8,98E-04 0,71 1,27E-03 
t=22 Kontrola 1 29,9 7,4E-09 2,32E-03 1,42 1,63E-03 
 Kontrola 2 30,7 4,5E-09 1,41E-03 1,08 1,31E-03 
 Kokultura z 
BJ17 1 30,1 6,7E-09 2,09E-03 1,29 1,61E-03 
 Kokultura z 
BJ17 2 29,4 9,9E-09 3,09E-03 3,08 1,00E-03 
 Kokultura z 
BJ23 1 29,9 7,3E-09 2,26E-03 2,03 1,12E-03 
 Kokultura z 
BJ23 2 30,5 5,2E-09 1,61E-03 1,43 1,13E-03 
t=24 Kontrola 1 29,4 1,0E-08 3,22E-03 2,59 1,24E-03 
 Kontrola 2 31,4 2,9E-09 9,08E-04 0,81 1,12E-03 
 Kokultura z 
BJ17 1 29,7 8,4E-09 2,61E-03 2,38 1,10E-03 
 Kokultura z 
BJ17 2 29,8 8,2E-09 2,54E-03 1,11 2,29E-03 
 Kokultura z 
BJ23 1 29,6 8,7E-09 2,73E-03 2,31 1,18E-03 
 Kokultura z 
BJ23 2 30,1 6,6E-09 2,05E-03 1,02 2,01E-03 
t=48 Kontrola 1 29,4 1,0E-08 3,26E-03 1,23 2,65E-03 
 Kontrola 2 30,0 7,2E-09 2,23E-03 1,12 1,99E-03 
 Kokultura z 
BJ17 1 29,2 1,2E-08 3,70E-03 1,40 2,65E-03 
 Kokultura z 
BJ17 2 30,0 6,8E-09 2,12E-03 1,03 2,06E-03 
 Kokultura z 
BJ23 1 28,6 1,7E-08 5,39E-03 1,86 2,90E-03 
 Kokultura z 
BJ23 2 29,4 1,0E-08 3,24E-03 1,48 2,20E-03 
t=72 Kontrola 1 27,4 3,6E-08 1,13E-02 0,18 6,21E-02 
 Kontrola 2 29,9 7,3E-09 2,28E-03 0,06 4,01E-02 
 Kokultura z 
BJ17 1 29,7 8,4E-09 2,63E-03 0,08 3,19E-02 
 Kokultura z 
BJ17 2 28,8 1,5E-08 4,72E-03 0,22 2,15E-02 
 Kokultura z 
BJ23 1 29,2 1,1E-08 3,52E-03 1,34 2,63E-03 
 Kokultura z 
BJ23 2 30,6 4,8E-09 1,51E-03 0,87 1,74E-03 
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Priloga D4: Rezultati qPCR analize izražanja gena Per2 in statistična analiza. 
 
V preglednici so zbrani rezultati qPCR in vmesne vrednosti statistične analize za gen Per2, 
kot dodatek k grafičnemu prikazu na slikah 16 in 18. Skladno s stopnjo učinkovitosti 
prileganja začetnih oligonukleotidov 1,83, smo popravili vrednosti CT. Količino mRNA 
smo normalizirali z normalizacijskim faktorjem (NF), ki je bil izračunan na podlagi 











ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=2 Kontrola 1 29,9 1,4E-08 0,23 0,71 0,32 
 Kontrola 2 28,9 2,7E-08 0,44 1,16 0,38 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,5 3,3E-08 0,54 2,07 0,26 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,4 1,9E-08 0,31 0,85 0,37 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,7 2,9E-08 0,47 0,96 0,49 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,1 4,2E-08 0,69 0,85 0,81 
t=4 Kontrola 1 29,4 1,9E-08 0,31 1,31 0,24 
 Kontrola 2 29,1 2,3E-08 0,38 1,36 0,28 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,7 5,5E-08 0,90 2,20 0,41 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,7 2,9E-08 0,47 1,38 0,34 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,9 2,6E-08 0,43 0,07 6,34 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,7 1,6E-08 0,26 1,45 0,18 
t=6 Kontrola 1 29,1 2,3E-08 0,37 1,67 0,22 
 Kontrola 2 29,5 1,9E-08 0,30 0,80 0,38 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,8 2,8E-08 0,47 1,45 0,32 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,5 1,8E-08 0,29 0,78 0,37 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,1 4,1E-08 0,67 1,55 0,43 
 Kokultura z 
BJ23 2 
27,7 5,4E-08 0,88 2,63 0,33 
t=8 Kontrola 1 29,7 1,6E-08 0,26 1,31 0,20 
 Kontrola 2 27,6 5,8E-08 0,95 2,20 0,43 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,9 2,7E-08 0,43 1,37 0,32 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,9 2,5E-08 0,41 0,89 0,47 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,5 3,3E-08 0,54 1,26 0,43 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,2 6,5E-09 0,11 0,52 0,21 
t=10 Kontrola 1 31,3 6,1E-09 0,10 0,56 0,18 
 Kontrola 2 29,9 1,4E-08 0,23 0,66 0,35 
          se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=10 Kokultura z 
BJ17 1 
28,5 3,4E-08 0,56 1,88 0,30 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,8 2,8E-08 0,45 1,78 0,25 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,0 2,5E-08 0,40 1,82 0,22 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,0 2,5E-08 0,40 1,79 0,23 
t=12 Kontrola 1 28,9 2,6E-08 0,43 1,36 0,31 
 Kontrola 2 29,0 2,4E-08 0,40 1,61 0,25 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,3 1,1E-08 0,18 0,76 0,24 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,6 1,7E-08 0,28 1,23 0,23 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,1 2,3E-08 0,37 1,19 0,31 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,3 2,1E-08 0,34 1,16 0,29 
t=14 Kontrola 1 29,7 1,6E-08 0,26 0,97 0,27 
 Kontrola 2 29,2 2,2E-08 0,36 1,15 0,31 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,4 1,1E-08 0,17 1,04 0,17 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,0 1,3E-08 0,22 1,06 0,20 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,9 2,7E-08 0,43 1,32 0,33 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,1 1,3E-08 0,21 0,76 0,28 
t=16 Kontrola 1 30,7 8,5E-09 0,14 0,43 0,32 
 Kontrola 2 28,5 3,4E-08 0,56 2,50 0,22 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,8 1,5E-08 0,25 1,04 0,24 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,2 1,2E-08 0,19 0,78 0,25 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,8 8,1E-09 0,13 0,80 0,16 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,1 7,1E-09 0,12 0,34 0,34 
t=18 Kontrola 1 30,8 8,3E-09 0,14 0,60 0,22 
 Kontrola 2 31,8 4,5E-09 0,07 0,28 0,27 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,8 1,5E-08 0,24 1,12 0,21 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,9 1,4E-08 0,23 1,24 0,18 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,9 1,4E-08 0,23 1,12 0,21 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,8 8,1E-09 0,13 0,71 0,18 
t=20 Kontrola 1 29,3 2,1E-08 0,34 1,53 0,22 
 Kontrola 2 29,2 2,2E-08 0,36 1,33 0,27 
se nadaljuje… 
Žužek Z. Odziv imunskega sistema na izbrane seve bakterije E. coli in vpliv na cirkadiano uro.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020  
 
   










2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=20 Kokultura z 
BJ17 1 
29,6 1,7E-08 0,28 1,23 0,23 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,4 1,0E-08 0,17 0,85 0,20 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,7 9,0E-09 0,15 0,43 0,34 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,6 9,2E-09 0,15 0,71 0,21 
t=22 Kontrola 1 29,5 1,8E-08 0,30 1,42 0,21 
 Kontrola 2 29,7 1,6E-08 0,27 1,08 0,25 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,7 1,6E-08 0,27 1,29 0,21 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,1 4,3E-08 0,71 3,08 0,23 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,0 2,4E-08 0,40 2,03 0,20 
 Kokultura z 
BJ23 2 
   1,43  
t=24 Kontrola 1 28,3 3,8E-08 0,62 2,59 0,24 
 Kontrola 2 30,0 1,3E-08 0,22 0,81 0,27 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,6 3,1E-08 0,50 2,38 0,21 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,1 2,3E-08 0,37 1,11 0,33 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,8 2,7E-08 0,45 2,31 0,19 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,7 1,6E-08 0,26 1,02 0,26 
t=48 Kontrola 1 29,7 1,6E-08 0,26 1,23 0,21 
 Kontrola 2 29,8 1,5E-08 0,25 1,12 0,22 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,2 2,2E-08 0,36 1,40 0,26 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,8 1,5E-08 0,24 1,03 0,23 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,2 2,1E-08 0,35 1,86 0,19 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,4 2,0E-08 0,32 1,48 0,22 
t=72 Kontrola 1 27,5 6,1E-08 1,00 0,18 5,50 
 Kontrola 2 29,6 1,7E-08 0,28 0,06 4,88 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,5 1,8E-08 0,29 0,08 3,54 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,0 4,6E-08 0,75 0,22 3,40 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,9 2,6E-08 0,43 1,34 0,32 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,7 1,6E-08 0,26 0,87 0,30 
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Priloga D5: Rezultati qPCR analize izražanja gena Per3 in statistična analiza.  
 
V preglednici so zbrani rezultati qPCR in vmesne vrednosti statistične analize za gen Per3, 
kot dodatek k grafičnemu prikazu na slikah 16 in 18. Skladno s stopnjo učinkovitosti 
prileganja začetnih oligonukleotidov 2,23, smo popravili vrednosti CT. Količino mRNA 
smo normalizirali z normalizacijskim faktorjem (NF), ki je bil izračunan na podlagi 











ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=2 Kontrola 1 32,0 6,9E-12 0,12 0,71 0,17 
 Kontrola 2 30,7 2,0E-11 0,33 1,16 0,29 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,0 3,6E-11 0,61 2,07 0,29 
 Kokultura z 
BJ17 2 
   0,85  
 Kokultura z 
BJ23 1 
31,2 1,4E-11 0,24 0,96 0,25 
 Kokultura z 
BJ23 2 
   0,85  
t=4 Kontrola 1 30,8 1,8E-11 0,31 1,31 0,24 
 Kontrola 2    1,36  
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,6 4,9E-11 0,83 2,20 0,38 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,5 2,3E-11 0,39 1,38 0,29 
 Kokultura z 
BJ23 1 
31,9 7,7E-12 0,13 0,07 1,93 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,1 1,5E-11 0,25 1,45 0,17 
t=6 Kontrola 1 30,2 3,1E-11 0,52 1,67 0,31 
 Kontrola 2 30,8 1,9E-11 0,32 0,80 0,39 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,7 2,0E-11 0,34 1,45 0,23 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,6 2,1E-11 0,36 0,78 0,46 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,2 3,0E-11 0,50 1,55 0,32 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,6 4,9E-11 0,82 2,63 0,31 
t=8 Kontrola 1 30,4 2,7E-11 0,45 1,31 0,34 
 Kontrola 2 29,4 5,9E-11 1,00 2,20 0,45 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,6 2,2E-11 0,37 1,37 0,27 
 Kokultura z 
BJ17 2 
31,0 1,5E-11 0,26 0,89 0,29 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,0 3,5E-11 0,59 1,26 0,47 
 Kokultura z 
BJ23 2 
   0,52  
t=10 Kontrola 1 32,5 4,7E-12 0,08 0,56 0,14 
 Kontrola 2 30,9 1,7E-11 0,29 0,66 0,43 
          se nadaljuje… 
Žužek Z. Odziv imunskega sistema na izbrane seve bakterije E. coli in vpliv na cirkadiano uro.  
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=10 Kokultura z 
BJ17 1 
29,8 4,2E-11 0,71 1,88 0,38 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,5 2,5E-11 0,42 1,78 0,23 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,5 5,1E-11 0,86 1,82 0,48 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,1 3,4E-11 0,57 1,79 0,32 
t=12 Kontrola 1 30,6 2,1E-11 0,36 1,36 0,26 
 Kontrola 2 31,0 1,6E-11 0,27 1,61 0,17 
 Kokultura z 
BJ17 1 
31,3 1,3E-11 0,22 0,76 0,29 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,7 2,0E-11 0,33 1,23 0,27 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,9 1,7E-11 0,29 1,19 0,24 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,8 8,3E-12 0,14 1,16 0,12 
t=14 Kontrola 1    0,97  
 Kontrola 2    1,15  
 Kokultura z 
BJ17 1 
   1,04  
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,8 1,9E-11 0,32 1,06 0,30 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,6 2,2E-11 0,37 1,32 0,28 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,7 2,0E-11 0,35 0,76 0,45 
t=16 Kontrola 1 32,0 6,9E-12 0,12 0,43 0,27 
 Kontrola 2 29,5 5,5E-11 0,93 2,50 0,37 
 Kokultura z 
BJ17 1 
31,9 7,5E-12 0,13 1,04 0,12 
 Kokultura z 
BJ17 2 
32,2 6,3E-12 0,11 0,78 0,14 
 Kokultura z 
BJ23 1 
31,9 7,6E-12 0,13 0,80 0,16 
 Kokultura z 
BJ23 2 
32,2 5,9E-12 0,10 0,34 0,29 
t=18 Kontrola 1 32,3 5,8E-12 0,10 0,60 0,16 
 Kontrola 2 32,8 3,7E-12 0,06 0,28 0,23 
 Kokultura z 
BJ17 1 
   1,12  
 Kokultura z 
BJ17 2 
31,2 1,4E-11 0,23 1,24 0,19 
 Kokultura z 
BJ23 1 
31,0 1,5E-11 0,26 1,12 0,23 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,7 9,0E-12 0,15 0,71 0,21 
t=20 Kontrola 1 30,5 2,3E-11 0,39 1,53 0,26 
 Kontrola 2 31,1 1,4E-11 0,24 1,33 0,18 
          se nadaljuje… 
Žužek Z. Odziv imunskega sistema na izbrane seve bakterije E. coli in vpliv na cirkadiano uro.  
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=20 Kokultura z 
BJ17 1 
31,6 9,5E-12 0,16 1,23 0,13 
 Kokultura z 
BJ17 2 
31,9 7,6E-12 0,13 0,85 0,15 
 Kokultura z 
BJ23 1 
31,9 7,7E-12 0,13 0,43 0,30 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,6 9,8E-12 0,17 0,71 0,23 
t=22 Kontrola 1 30,7 2,0E-11 0,34 1,42 0,24 
 Kontrola 2 31,6 9,7E-12 0,16 1,08 0,15 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,6 2,3E-11 0,38 1,29 0,30 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,7 4,5E-11 0,76 3,08 0,25 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,2 3,0E-11 0,51 2,03 0,25 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,8 1,9E-11 0,32 1,43 0,22 
t=24 Kontrola 1    2,59  
 Kontrola 2 31,5 1,1E-11 0,18 0,81 0,22 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,2 3,0E-11 0,51 2,38 0,22 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,6 2,2E-11 0,36 1,11 0,33 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,0 3,4E-11 0,58 2,31 0,25 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,7 2,1E-11 0,35 1,02 0,34 
t=48 Kontrola 1 30,4 2,5E-11 0,43 1,23 0,35 
 Kontrola 2 30,8 1,9E-11 0,32 1,12 0,29 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,0 3,7E-11 0,62 1,40 0,44 
 Kokultura z 
BJ17 2 
31,4 1,1E-11 0,19 1,03 0,18 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,8 4,3E-11 0,73 1,86 0,39 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,8 4,2E-11 0,70 1,48 0,48 
t=72 Kontrola 1 29,6 4,7E-11 0,80 0,18 4,38 
 Kontrola 2 32,5 4,6E-12 0,08 0,06 1,37 
 Kokultura z 
BJ17 1 
32,0 7,2E-12 0,12 0,08 1,46 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,2 3,0E-11 0,50 0,22 2,28 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,4 2,6E-11 0,44 1,34 0,33 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,9 1,7E-11 0,29 0,87 0,34 
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Priloga D6: Rezultati qPCR analize izražanja gena Cry1 in statistična analiza. 
 
V preglednici so zbrani rezultati qPCR in vmesne vrednosti statistične analize za gen Cry1, 
kot dodatek k grafičnemu prikazu na slikah 17 in 18. Skladno s stopnjo učinkovitosti 
prileganja začetnih oligonukleotidov 1,95, smo popravili vrednosti CT. Količino mRNA 
smo normalizirali z normalizacijskim faktorjem (NF), ki je bil izračunan na podlagi 











ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=2 Kontrola 1 28,9 4,2E-09 0,32 0,71 0,46 
 Kontrola 2 28,2 6,5E-09 0,50 1,16 0,43 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,8 8,8E-09 0,67 2,07 0,33 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,8 4,4E-09 0,34 0,85 0,40 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,5 5,3E-09 0,41 0,96 0,43 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,6 5,0E-09 0,39 0,85 0,46 
t=4 Kontrola 1 28,5 5,4E-09 0,41 1,31 0,32 
 Kontrola 2 28,5 5,3E-09 0,41 1,36 0,30 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,8 8,4E-09 0,65 2,20 0,30 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,6 5,0E-09 0,39 1,38 0,28 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,6 5,0E-09 0,38 0,07 5,67 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,5 5,5E-09 0,42 1,45 0,29 
t=6 Kontrola 1 27,8 8,4E-09 0,65 1,67 0,39 
 Kontrola 2 28,9 4,3E-09 0,33 0,80 0,41 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,4 5,9E-09 0,45 1,45 0,31 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,1 3,7E-09 0,28 0,78 0,36 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,1 7,2E-09 0,55 1,55 0,36 
 Kokultura z 
BJ23 2 
27,6 9,8E-09 0,76 2,63 0,29 
t=8 Kontrola 1 28,2 6,6E-09 0,51 1,31 0,39 
 Kontrola 2 27,7 9,5E-09 0,73 2,20 0,33 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,5 5,6E-09 0,43 1,37 0,31 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,9 4,3E-09 0,33 0,89 0,37 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,7 4,8E-09 0,37 1,26 0,30 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,7 2,5E-09 0,19 0,52 0,37 
t=10 Kontrola 1 29,6 2,6E-09 0,20 0,56 0,35 
 Kontrola 2 29,2 3,5E-09 0,27 0,66 0,40 
          se nadaljuje… 
Žužek Z. Odziv imunskega sistema na izbrane seve bakterije E. coli in vpliv na cirkadiano uro.  
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=10 Kokultura z 
BJ17 1 
27,8 8,8E-09 0,67 1,88 0,36 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,1 7,0E-09 0,54 1,78 0,30 
 Kokultura z 
BJ23 1 
27,9 7,8E-09 0,60 1,82 0,33 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,0 7,7E-09 0,59 1,79 0,33 
t=12 Kontrola 1 28,2 6,6E-09 0,51 1,36 0,37 
 Kontrola 2 28,1 7,1E-09 0,55 1,61 0,34 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,4 2,9E-09 0,22 0,76 0,29 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,7 4,7E-09 0,36 1,23 0,29 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,4 5,8E-09 0,45 1,19 0,38 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,8 4,4E-09 0,34 1,16 0,29 
t=14 Kontrola 1 29,0 3,9E-09 0,30 0,97 0,31 
 Kontrola 2 28,6 5,1E-09 0,40 1,15 0,34 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,1 3,5E-09 0,27 1,04 0,26 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,9 4,1E-09 0,32 1,06 0,30 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,6 5,0E-09 0,39 1,32 0,29 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,1 3,7E-09 0,28 0,76 0,37 
t=16 Kontrola 1 29,7 2,5E-09 0,19 0,43 0,44 
 Kontrola 2 27,2 1,3E-08 1,00 2,50 0,40 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,1 3,6E-09 0,28 1,04 0,27 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,1 3,6E-09 0,28 0,78 0,36 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,2 3,4E-09 0,26 0,80 0,32 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,6 1,3E-09 0,10 0,34 0,29 
t=18 Kontrola 1 29,5 2,7E-09 0,21 0,60 0,35 
 Kontrola 2 30,3 1,7E-09 0,13 0,28 0,46 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,5 5,4E-09 0,42 1,12 0,37 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,6 5,2E-09 0,40 1,24 0,32 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,7 4,9E-09 0,38 1,12 0,34 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,4 2,9E-09 0,22 0,71 0,31 
t=20 Kontrola 1 28,3 6,3E-09 0,48 1,53 0,32 
 Kontrola 2 28,5 5,3E-09 0,41 1,33 0,31 
          se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=20 Kokultura z 
BJ17 1 
28,7 4,7E-09 0,36 1,23 0,30 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,8 4,3E-09 0,33 0,85 0,39 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,7 2,5E-09 0,19 0,43 0,45 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,5 2,7E-09 0,21 0,71 0,30 
t=22 Kontrola 1 28,6 5,0E-09 0,38 1,42 0,27 
 Kontrola 2 28,9 4,2E-09 0,32 1,08 0,30 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,5 5,4E-09 0,41 1,29 0,32 
 Kokultura z 
BJ17 2 
27,3 1,2E-08 0,93 3,08 0,30 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,2 6,4E-09 0,49 2,03 0,24 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,7 4,7E-09 0,36 1,43 0,25 
t=24 Kontrola 1 27,8 8,8E-09 0,68 2,59 0,26 
 Kontrola 2 29,5 2,9E-09 0,22 0,81 0,27 
 Kokultura z 
BJ17 1 
27,8 8,7E-09 0,67 2,38 0,28 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,8 4,4E-09 0,34 1,11 0,31 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,3 6,2E-09 0,48 2,31 0,21 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,1 3,7E-09 0,28 1,02 0,28 
t=48 Kontrola 1 29,1 3,7E-09 0,28 1,23 0,23 
 Kontrola 2 28,8 4,5E-09 0,34 1,12 0,31 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,7 4,7E-09 0,36 1,40 0,26 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,6 2,7E-09 0,21 1,03 0,20 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,4 5,7E-09 0,44 1,86 0,24 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,5 5,5E-09 0,42 1,48 0,29 
t=72 Kontrola 1 28,5 5,5E-09 0,43 0,18 2,34 
 Kontrola 2 30,3 1,6E-09 0,13 0,06 2,22 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,8 2,3E-09 0,18 0,08 2,13 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,7 4,8E-09 0,37 0,22 1,68 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,3 6,1E-09 0,47 1,34 0,35 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,7 4,8E-09 0,37 0,87 0,43 
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Priloga D7: Rezultati qPCR analize izražanja gena Cry2 in statistična analiza. 
V preglednici so zbrani rezultati qPCR in vmesne vrednosti statistične analize za gen Cry2, 
kot dodatek k grafičnemu prikazu na slikah 17 in 18. Skladno s stopnjo učinkovitosti 
prileganja začetnih oligonukleotidov 1,89, smo popravili vrednosti CT. Količino mRNA 
smo normalizirali z normalizacijskim faktorjem (NF), ki je bil izračunan na podlagi 










ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=2 Kontrola 1 29,5 7,1E-09 0,39 0,71 0,56 
 Kontrola 2 28,9 1,0E-08 0,57 1,16 0,49 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,2 1,6E-08 0,90 2,07 0,43 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,3 8,2E-09 0,45 0,85 0,53 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,9 1,0E-08 0,57 0,96 0,59 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,0 9,9E-09 0,55 0,85 0,64 
t=4 Kontrola 1 28,8 1,1E-08 0,59 1,31 0,45 
 Kontrola 2 28,7 1,2E-08 0,64 1,36 0,47 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,1 1,7E-08 0,96 2,20 0,43 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,0 9,8E-09 0,54 1,38 0,39 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,3 8,0E-09 0,44 0,07 6,53 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,7 1,1E-08 0,63 1,45 0,43 
t=6 Kontrola 1 28,0 1,8E-08 1,00 1,67 0,60 
 Kontrola 2 29,7 6,1E-09 0,34 0,80 0,42 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,7 1,2E-08 0,65 1,45 0,45 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,2 8,6E-09 0,48 0,78 0,61 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,8 1,1E-08 0,61 1,55 0,40 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,2 1,6E-08 0,88 2,63 0,33 
t=8 Kontrola 1 28,6 1,2E-08 0,68 1,31 0,52 
 Kontrola 2 28,3 1,5E-08 0,85 2,20 0,39 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,7 1,1E-08 0,63 1,37 0,46 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,1 9,3E-09 0,51 0,89 0,58 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,3 7,7E-09 0,43 1,26 0,34 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,0 5,1E-09 0,28 0,52 0,54 
t=10 Kontrola 1 29,9 5,5E-09 0,31 0,56 0,54 
 Kontrola 2 29,5 7,2E-09 0,40 0,66 0,60 
          se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=10 Kokultura z 
BJ17 1 
28,3 1,5E-08 0,84 1,88 0,45 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,6 1,3E-08 0,70 1,78 0,39 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,3 1,5E-08 0,81 1,82 0,45 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,7 1,1E-08 0,63 1,79 0,35 
t=12 Kontrola 1 28,6 1,2E-08 0,68 1,36 0,50 
 Kontrola 2 28,8 1,1E-08 0,59 1,61 0,36 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,9 5,5E-09 0,30 0,76 0,40 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,2 8,4E-09 0,46 1,23 0,37 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,9 1,0E-08 0,57 1,19 0,48 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,2 8,2E-09 0,45 1,16 0,39 
t=14 Kontrola 1 29,3 7,9E-09 0,44 0,97 0,45 
 Kontrola 2 28,7 1,1E-08 0,63 1,15 0,54 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,7 6,1E-09 0,34 1,04 0,32 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,0 9,9E-09 0,55 1,06 0,51 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,8 1,1E-08 0,59 1,32 0,45 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,7 6,2E-09 0,34 0,76 0,45 
t=16 Kontrola 1 30,4 3,9E-09 0,22 0,43 0,50 
 Kontrola 2 28,0 1,8E-08 0,98 2,50 0,39 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,7 6,2E-09 0,34 1,04 0,33 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,0 5,0E-09 0,27 0,78 0,35 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,9 5,6E-09 0,31 0,80 0,38 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,2 2,4E-09 0,13 0,34 0,38 
t=18 Kontrola 1 30,5 3,6E-09 0,20 0,60 0,33 
 Kontrola 2 32,0 1,4E-09 0,08 0,28 0,28 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,2 8,7E-09 0,48 1,12 0,43 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,3 7,9E-09 0,44 1,24 0,35 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,7 6,3E-09 0,35 1,12 0,31 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,4 3,9E-09 0,21 0,71 0,30 
t=20 Kontrola 1 29,0 9,7E-09 0,54 1,53 0,35 
 Kontrola 2 29,4 7,4E-09 0,41 1,33 0,31 
          se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=20 Kokultura z 
BJ17 1 
29,3 8,1E-09 0,45 1,23 0,36 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,8 5,7E-09 0,32 0,85 0,37 
 Kokultura z 
BJ23 1 
31,0 2,7E-09 0,15 0,43 0,35 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,5 3,8E-09 0,21 0,71 0,30 
t=22 Kontrola 1 29,2 8,4E-09 0,46 1,42 0,32 
 Kontrola 2 29,9 5,5E-09 0,30 1,08 0,28 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,2 8,5E-09 0,47 1,29 0,36 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,2 1,6E-08 0,88 3,08 0,29 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,7 1,2E-08 0,64 2,03 0,32 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,1 9,2E-09 0,51 1,43 0,36 
t=24 Kontrola 1 28,5 1,3E-08 0,74 2,59 0,29 
 Kontrola 2    0,81  
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,4 1,4E-08 0,76 2,38 0,32 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,2 8,5E-09 0,47 1,11 0,42 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,7 1,2E-08 0,64 2,31 0,28 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,7 6,1E-09 0,33 1,02 0,33 
t=48 Kontrola 1 29,5 7,2E-09 0,40 1,23 0,32 
 Kontrola 2 29,6 6,7E-09 0,37 1,12 0,33 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,8 1,1E-08 0,59 1,40 0,42 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,7 6,3E-09 0,35 1,03 0,34 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,8 1,1E-08 0,60 1,86 0,32 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,0 9,4E-09 0,52 1,48 0,35 
t=72 Kontrola 1 28,9 1,0E-08 0,55 0,18 3,05 
 Kontrola 2 30,2 4,4E-09 0,25 0,06 4,32 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,9 5,5E-09 0,30 0,08 3,67 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,8 1,1E-08 0,61 0,22 2,79 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,1 9,2E-09 0,51 1,34 0,38 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,8 5,8E-09 0,32 0,87 0,37 
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Priloga D8: Rezultati qPCR analize izražanja gena Tlr-4 in statistična analiza. 
V preglednici so zbrani rezultati qPCR in vmesne vrednosti statistične analize za gen Tlr-4, 
kot dodatek k grafičnemu prikazu na sliki 19. Skladno s stopnjo učinkovitosti prileganja 
začetnih oligonukleotidov 2,00, smo popravili vrednosti CT. Količino mRNA smo 
normalizirali z normalizacijskim faktorjem (NF), ki je bil izračunan na podlagi izražanja 










ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=2 Kontrola 1    0,71  
 Kontrola 2    1,16  
 Kokultura z 
BJ17 1 
32,1 2,2E-10 1,00 2,07 0,48 
 Kokultura z 
BJ17 2 
   0,85  
 Kokultura z 
BJ23 1 
   0,96  
 Kokultura z 
BJ23 2 
   0,85  
t=4 Kontrola 1    1,31  
 Kontrola 2    1,36  
 Kokultura z 
BJ17 1 
   2,20  
 Kokultura z 
BJ17 2 
32,9 1,2E-10 0,56 1,38 0,41 
 Kokultura z 
BJ23 1 
   0,07  
 Kokultura z 
BJ23 2 
   1,45  
t=6 Kontrola 1    1,67  
 Kontrola 2    0,80  
 Kokultura z 
BJ17 1 
   1,45  
 Kokultura z 
BJ17 2 
   0,78  
 Kokultura z 
BJ23 1 
   1,55  
 Kokultura z 
BJ23 2 
33,1 1,1E-10 0,49 2,63 0,19 
t=8 Kontrola 1    1,31  
 Kontrola 2 33,5 8,0E-11 0,37 2,20 0,17 
 Kokultura z 
BJ17 1 
   1,37  
 Kokultura z 
BJ17 2 
   0,89  
 Kokultura z 
BJ23 1 
   1,26  
 Kokultura z 
BJ23 2 
   0,52  
t=10 Kontrola 1    0,56  
 Kontrola 2 33,7 7,1E-11 0,32 0,66 0,49 
          se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=10 Kokultura z 
BJ17 1 
   1,88  
 Kokultura z 
BJ17 2 
33,7 7,3E-11 0,34 1,78 0,19 
 Kokultura z 
BJ23 1 
   1,82  
 Kokultura z 
BJ23 2 
33,7 7,3E-11 0,33 1,79 0,18 
t=12 Kontrola 1    1,36  
 Kontrola 2    1,61  
 Kokultura z 
BJ17 1 
   0,76  
 Kokultura z 
BJ17 2 
34,6 3,9E-11 0,18 1,23 0,14 
 Kokultura z 
BJ23 1 
   1,19  
 Kokultura z 
BJ23 2 
   1,16  
t=14 Kontrola 1    0,97  
 Kontrola 2    1,15  
 Kokultura z 
BJ17 1 
   1,04  
 Kokultura z 
BJ17 2 
34,5 4,0E-11 0,18 1,06 0,17 
 Kokultura z 
BJ23 1 
   1,32  
 Kokultura z 
BJ23 2 
   0,76  
t=16 Kontrola 1    0,43  
 Kontrola 2    2,50  
 Kokultura z 
BJ17 1 
   1,04  
 Kokultura z 
BJ17 2 
34,8 3,3E-11 0,15 0,78 0,20 
 Kokultura z 
BJ23 1 
34,5 4,2E-11 0,19 0,80 0,24 
 Kokultura z 
BJ23 2 
   0,34  
t=18 Kontrola 1 34,6 3,9E-11 0,18 0,60 0,30 
 Kontrola 2 34,5 4,0E-11 0,18 0,28 0,66 
 Kokultura z 
BJ17 1 
   1,12  
 Kokultura z 
BJ17 2 
33,2 1,0E-10 0,46 1,24 0,37 
 Kokultura z 
BJ23 1 
34,5 4,1E-11 0,19 1,12 0,17 
 Kokultura z 
BJ23 2 
   0,71  
t=20 Kontrola 1    1,53  
 Kontrola 2 32,9 1,3E-10 0,57 1,33 0,43 
          se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=20 Kokultura z 
BJ17 1 
   1,23  
 Kokultura z 
BJ17 2 
   0,85  
 Kokultura z 
BJ23 1 
   0,43  
 Kokultura z 
BJ23 2 
   0,71  
t=22 Kontrola 1 34,6 3,8E-11 0,18 1,42 0,12 
 Kontrola 2 33,8 6,6E-11 0,30 1,08 0,28 
 Kokultura z 
BJ17 1 
33,0 1,1E-10 0,52 1,29 0,40 
 Kokultura z 
BJ17 2 
32,2 2,0E-10 0,91 3,08 0,29 
 Kokultura z 
BJ23 1 
   2,03  
 Kokultura z 
BJ23 2 
   1,43  
t=24 Kontrola 1 34,0 5,9E-11 0,27 2,59 0,10 
 Kontrola 2    0,81  
 Kokultura z 
BJ17 1 
   2,38  
 Kokultura z 
BJ17 2 
32,7 1,5E-10 0,67 1,11 0,60 
 Kokultura z 
BJ23 1 
   2,31  
 Kokultura z 
BJ23 2 
34,2 5,1E-11 0,23 1,02 0,23 
t=48 Kontrola 1    1,23  
 Kontrola 2    1,12  
 Kokultura z 
BJ17 1 
   1,40  
 Kokultura z 
BJ17 2 
34,6 3,8E-11 0,17 1,03 0,17 
 Kokultura z 
BJ23 1 
   1,86  
 Kokultura z 
BJ23 2 
33,5 8,2E-11 0,37 1,48 0,25 
t=72 Kontrola 1    0,18  
 Kontrola 2    0,06  
 Kokultura z 
BJ17 1 
   0,08  
 Kokultura z 
BJ17 2 
   0,22  
 Kokultura z 
BJ23 1 
32,8 1,3E-10 0,60 1,34 0,45 
 Kokultura z 
BJ23 2 
   0,87  
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Priloga D9: Rezultati qPCR analize izražanja gena Il-6r in statistična analiza. 
V preglednici so zbrani rezultati qPCR in vmesne vrednosti statistične analize za gen Il-6r, 
kot dodatek k grafičnemu prikazu na slikah 19 in 20. Skladno s stopnjo učinkovitosti 
prileganja začetnih oligonukleotidov 2,00, smo popravili vrednosti CT. Količino mRNA 
smo normalizirali z normalizacijskim faktorjem (NF), ki je bil izračunan na podlagi 










ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=2 Kontrola 1 31,9 2,5E-10 0,10 0,71 0,15 
 Kontrola 2 30,4 7,1E-10 0,30 1,16 0,26 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,7 1,1E-09 0,48 2,07 0,23 
 Kokultura z 
BJ17 2 
31,5 3,4E-10 0,14 0,85 0,17 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,5 6,6E-10 0,28 0,96 0,29 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,8 5,3E-10 0,22 0,85 0,26 
t=4 Kontrola 1 30,4 7,1E-10 0,30 1,31 0,23 
 Kontrola 2 30,5 6,4E-10 0,27 1,36 0,20 
 Kokultura z 
BJ17 1 
29,0 1,9E-09 0,79 2,20 0,36 
 Kokultura z 
BJ17 2 
31,1 4,5E-10 0,19 1,38 0,14 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,8 5,4E-10 0,23 0,07 3,35 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,1 8,9E-10 0,37 1,45 0,26 
t=6 Kontrola 1 29,7 1,2E-09 0,48 1,67 0,29 
 Kontrola 2 31,1 4,2E-10 0,18 0,80 0,22 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,6 6,1E-10 0,26 1,45 0,18 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,7 5,7E-10 0,24 0,78 0,31 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,5 6,7E-10 0,28 1,55 0,18 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,4 1,4E-09 0,60 2,63 0,23 
t=8 Kontrola 1 30,7 5,6E-10 0,23 1,31 0,18 
 Kontrola 2 29,3 1,5E-09 0,64 2,20 0,29 
 Kokultura z 
BJ17 1 
  0,00 1,37  
 Kokultura z 
BJ17 2 
31,4 3,6E-10 0,15 0,89 0,17 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,9 5,2E-10 0,22 1,26 0,17 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,4 3,5E-10 0,15 0,52 0,28 
t=10 Kontrola 1 32,2 2,0E-10 0,08 0,56 0,15 
 Kontrola 2 30,8 5,5E-10 0,23 0,66 0,35 
          se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=10 Kokultura z 
BJ17 1 
29,2 1,6E-09 0,67 1,88 0,36 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,7 1,2E-09 0,49 1,78 0,27 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,8 1,0E-09 0,44 1,82 0,24 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,4 1,4E-09 0,59 1,79 0,33 
t=12 Kontrola 1 30,0 9,5E-10 0,40 1,36 0,29 
 Kontrola 2 30,1 8,6E-10 0,36 1,61 0,22 
 Kokultura z 
BJ17 1 
31,3 3,8E-10 0,16 0,76 0,21 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,3 7,3E-10 0,31 1,23 0,25 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,6 6,3E-10 0,27 1,19 0,22 
 Kokultura z 
BJ23 2 
   1,16  
t=14 Kontrola 1 30,6 6,1E-10 0,26 0,97 0,26 
 Kontrola 2 30,0 9,4E-10 0,39 1,15 0,34 
 Kokultura z 
BJ17 1 
31,3 3,8E-10 0,16 1,04 0,15 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,6 6,1E-10 0,26 1,06 0,24 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,2 8,0E-10 0,34 1,32 0,25 
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,0 4,8E-10 0,20 0,76 0,26 
t=16 Kontrola 1 32,0 2,4E-10 0,10 0,43 0,23 
 Kontrola 2 29,6 1,2E-09 0,52 2,50 0,21 
 Kokultura z 
BJ17 1 
31,0 4,8E-10 0,20 1,04 0,19 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,8 5,2E-10 0,22 0,78 0,28 
 Kokultura z 
BJ23 1 
32,5 1,6E-10 0,07 0,80 0,09 
 Kokultura z 
BJ23 2 
32,8 1,3E-10 0,05 0,34 0,16 
t=18 Kontrola 1   0,00 0,60  
 Kontrola 2 33,9 6,4E-11 0,03 0,28 0,10 
 Kokultura z 
BJ17 1 
  0,00 1,12  
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,8 5,4E-10 0,23 1,24 0,18 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,9 5,1E-10 0,21 1,12 0,19 
 Kokultura z 
BJ23 2 
   0,71  
t=20 Kontrola 1 30,4 6,9E-10 0,29 1,53 0,19 
 Kontrola 2 30,0 9,5E-10 0,40 1,33 0,30 
          se nadaljuje… 
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2-CT 2ΔCT NF 2 ΔΔCT 
t=20 Kokultura z 
BJ17 1 
30,3 7,8E-10 0,33 1,23 0,27 
 Kokultura z 
BJ17 2 
32,4 1,7E-10 0,07 0,85 0,09 
 Kokultura z 
BJ23 1 
   0,43  
 Kokultura z 
BJ23 2 
31,7 2,8E-10 0,12 0,71 0,16 
t=22 Kontrola 1 30,1 8,9E-10 0,37 1,42 0,26 
 Kontrola 2 30,1 8,6E-10 0,36 1,08 0,34 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,6 6,3E-10 0,26 1,29 0,20 
 Kokultura z 
BJ17 2 
28,6 2,4E-09 1,00 3,08 0,32 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,0 9,2E-10 0,38 2,03 0,19 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,3 7,5E-10 0,32 1,43 0,22 
t=24 Kontrola 1 29,0 1,9E-09 0,79 2,59 0,31 
 Kontrola 2 31,3 3,8E-10 0,16 0,81 0,20 
 Kokultura z 
BJ17 1 
28,8 2,1E-09 0,88 2,38 0,37 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,2 7,9E-10 0,33 1,11 0,30 
 Kokultura z 
BJ23 1 
29,3 1,5E-09 0,63 2,31 0,27 
 Kokultura z 
BJ23 2 
30,7 5,9E-10 0,25 1,02 0,24 
t=48 Kontrola 1 30,2 8,3E-10 0,35 1,23 0,28 
 Kontrola 2 30,8 5,3E-10 0,22 1,12 0,20 
 Kokultura z 
BJ17 1 
30,2 7,9E-10 0,33 1,40 0,24 
 Kokultura z 
BJ17 2 
30,1 8,4E-10 0,35 1,03 0,34 
 Kokultura z 
BJ23 1 
30,0 9,2E-10 0,38 1,86 0,21 
 Kokultura z 
BJ23 2 
29,9 1,0E-09 0,42 1,48 0,28 
t=72 Kontrola 1 29,9 9,8E-10 0,41 0,18 2,25 
 Kontrola 2 31,6 3,1E-10 0,13 0,06 2,31 
 Kokultura z 
BJ17 1 
31,5 3,2E-10 0,13 0,08 1,61 
 Kokultura z 
BJ17 2 
29,9 1,0E-09 0,42 0,22 1,91 
 Kokultura z 
BJ23 1 
28,7 2,3E-09 0,95 1,34 0,71 
 Kokultura z 
BJ23 2 
28,7 2,2E-09 0,93 0,87 1,07 
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Priloga E: Cirkadiano izražanje testiranih genov 
V preglednici so zbrane statistične značilnosti cirkadianega izražanja vseh testiranih genov 
v magistrski nalogi. Vrednosti ≤ 0,05 so odebeljene. 
 
Gen, primerjava 
Statistična značilnost cirkadianega izražanja 
genov 
CLOCK, K:BJ17 0,11 
CLOCK, K:BJ23 0,04 
BMAL1, K:BJ17 0,00 
BMAL1, K:BJ23 0,00 
PER1, K:BJ17 0,00 
PER1, K:BJ23 0,00 
PER2, K:BJ17 0,00 
PER2, K:BJ23 0,00 
PER3, K:BJ17 0,00 
PER3, K:BJ23 0,01 
CRY1, K:BJ17 0,00 
CRY1, K:BJ23 0,52 
CRY2, K:BJ17 0,00 
CRY2, K:BJ23 0,00 
TLR-4, K:BJ17 0,28 
TLR-4, K:BJ23 0,79 
IL-6R, K:BJ17 0,96 
IL-6R, K:BJ23 0,20 
 
